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Le professeur Alberto Ascoli est décédé le 28 septembre 1957 
& Milan. Avec lui disparait une des derniéres figures de |’époque 
héroique de la vaccination BOG. 

Dés 1925, a Istituto Vaccinogeno Antitubercolare de Milan, il 
commenca a préparer le vaccin BCG a partir d’une souche reque 
de M. Calmette et il a été jusqu’a ses derniers jours un propa- 
wandiste infatigable de cette vaccination. 


Le professeur Ascoli a encore eu la joie de voir réaliser le 
nouvel Institut vaccinogéne antituberculeux qui fut inauguré dans 
un des quartiers excentriques modernes de Milan le 2 juin 1954. 

‘La vaccination antituberculeuse n’a pas été, cependant, lunique 
préoccupation du défunt. 

Alberto Ascoli est né a Trieste en 1877. Il fit ses études de 
médecine 4 Vienne et aprés les avoir terminées avec succes, il 
fut nommé interne au service du professeur Kossel. C’est dans 
les laboratoires de ce savant (Prix Nobel de médecine) que Ascoli 
découvrit l’uracyle. Aprés un stage au laboratoire de chimie 
médicale dirigé par Ernest Ludwig, Ascoli se rendit a Pavie pour 
y travailler a la clinique obstétricale du professeur Luigi Man- 
giagelli. Attaché quelques années plus tard a I’Istituto Sierotera- 
pico Milanese, ses travaux amenérent la découverte de la thermo- 
précipitine, utilisée pour le diagnostic du charbon. 
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Ses études de biochimie ont amené Ascoli & l’immunologie ct 
i la sérologie. On connait ses travaux originaux sur l’anachorese. 
D’aprés Ascoli tout foyer vaccinal exerce une sorte de rappel 
vis-a-vis des germes virulents se trouvant dans l’organisme. Par 
de nombreux travaux expérimentaux sur l’animal, Ascoli s’est 
efforcé de donner une démonstration de cette anachorése. 

Son activité dans l’enseignement universitaire a eu pour théatre 
principal la Faculté de Médecine vétérinaire de Milan. Ayant été 
obligé de quitter l’Italie pendant la derniére guerre, Ascoli 
a trouvé une hospitalité bien méritée aux Etats-Unis ow il fut pro- 
fesseur de bactériologie et d’immunologie 4 la Middlesex Univer- 
sity, 4 Waltham (Massachussets), de 1940 4 1943 ; de 1944 a 1946, 
il se consacra a des recherches sur la brucellose, d’abord a la 
Rutgers University 4 New-Brunswick (N. J.) et ensuite au Depart- 
ment of Public Health and Preventive Medicine de |’ Université 
de New-York. 

Alberto Ascoli est l’auteur de nombreux livres et publications 
scientifiques, dont plusieurs ont été traduits en plusieurs langues. 

Ses mérites ont été reconnus par plusieurs Académies et Asso- 
ciations scientifiques en Italie et a |’étranger. 

Il était membre étranger de la Société de Pathologie comparée 
de la Faculté de Médecine de Paris et le Gouvernement francais 
lui avait conféré la Légion d’honneur. 

La Rédaction des Annales de [Institut Pasteur tient a exprimer 
ici son profond regret de la disparition d’un des plus anciens 
propagateurs 4 l’étranger du vaccin de Calmette et Guérin gui, 
jusqu’a la fin de sa vie, s’est tenu sur la bréche pour défendre 
cette découverte francaise contre d’autres procédés prophylac- 
tiques antituberculeux mis en avant par ses propres compatriotes. 

Nous présentons nos condoléances sincéres 4 la famille et aux 
eollaborateurs de ce courageux lutteur. 


La Rédaction des Annales de I’Institut Pasteur. 


ETUDE IMMUNOCHIMIQUE DE 20 VIBRIONS 
PROVENANT D’AVORTEMENTS BOVINS. 
COMPARAISON AVEC 2 SOUCHES DE V/BRIO FETUS 


par J. GALLUT, J. CHEVE et J. GAUTHIER (*). 


(Institut Pasteur, 
Laboratoire du Choléra et Annexe de Laroche-Beaulieu) 


Dans un travail antérieur (Gallut [4], lun de nous, ayant pro- 
cédé au fractionnement chimique (par la méthode au phénol) de 
10 souches de vibrions d’origines diverses, animale et humaine, 
répondant aux caractéres de Vibrio fetus, avait isolé deux frac- 
tions antigéniques. La premiére, insoluble dans le phénol et vrai- 
semblablement polyosidique, fournissait un antisérum qui agglu- 
tinait les vibrions homologues et qui se comportait vis-a-vis 
d’autres souches de V. fcefus comme |’antisérum préparé avec les 
vibrions totaux homologues, c’est-a-dire que, les agglutinations 
eroisées étant le plus souvent négatives, cette fraction n’avait 
qu’une spécificité trés restreinte sinon nulle. La seconde fraction, 
phénol-soluble et donnant les réactions des protéides, fournissait 
un antisérum précipitant non seulement la fraction homologue 
mais aussi les fractions hétérologues des vibrions feetus dont nous 
disposions. Nous avions done conclu A la spécificité de cette 
fraction protéidique dans l’espéce V. feelus. 

Nous avons soumis 4 une étude semblable un certain nombre 
de vibrions isolés chez des bovins (Chevé et Gauthier). Ces souches 
provenaient de cas d’avortement, ‘Les tissus embryonnaires ont été 
cultivés en milieu de Hansen et les isolements faits par passage 
a travers des bougies Chamberland L3. Toutes ces souches ont 
présenté les caractéres morphologiques, tinctoriaux et biochimiques 
de V. foetus, en particulier, production abondante de catalase, 
absence de formation d’H,S et réduction de nitrates. 


Les fractions phénol-solubles extraites de ces vibrions ont élé 
confrontées avec les fractions analogues isolées de vibrions fcetus 
connus et de vibrions d’espéces élrangéres. 


(*) Manuscrit recu le 16 juillet 1957. 
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‘TECHNIQUES. 


A. Souches ; Nous avons utilisé 26 souches de vibrions comprenant : 

Deux vibrions foetus connus : n° 5850 (National Collection for Types 
Cultures) d’origine animale et Am (Institut Pasteur) d’origine humaine. 

Vingt vibrions bovins (Chevé et Gauthier) dont les numéros figurent 
dans les tableaux I et IU. 

Un vibrion bubulus (W) [Florent, 1953] saprophyte isolé du sperme 
d’un taureau. 

Deux vibrions d’origine humaine: V. cholerae 569 B, pathogéne, et 
V. El Tor 47, non pathogéne. 

Un vibrion isolé des eaux de surface : Ez5cp, non pathogéne. 

B. Préparation des antigénes : Chaque souche est cultivée en bouillon 
pH 7,6, additionné de 10-15 p. 100 d’extrait globulaire. La culture est 
faite en boites de Roux, contenant 100 ml de milieu, maintenues hori- 
zontalement pour obtenir une couche de liquide de quelques milli- 
métres d’épaisseur. Aprés trois ou quatre jours a 37°, la culture est 
centrifugée, lavée A l’eau physiologique, puis a l’acétone et desséchée 
dans le vide. Les vibrions secs sont broyés au mortier et mis en Sus- 
pension dans du phénol & 95 p. 100. Nous avons utilisé le plus sou- 
vent une quantité de 0,5 g de vibrions secs et 50 ml de phénol. Aprés 
un séjour de vingt-quatre heures a 37°, avec agitation mécanique 
ai trois reprises pendant vingt minutes, la suspension est centrifugée 
et le culot remis en suspension dans une méme quantité de phénol, 
replacé a 387°, agité comme ci-dessus et centrifugé aprés vingt-quatre 
heures. Les deux surnageants phénoliques réunis sont précipités par 
addition de deux volumes d’alcool absolu. Le précipité généralement 
abondant qui se forme aussitét est lavé trois fois 4 l’alcool absolu pour 
éliminer le phénol puis desséché dans le vide aprés lavage A 1l’acétone. 
Aprés broyage, on dissout la poudre dans de 1l’eau bidistillée amenée 
4 pH 8,0 par addition de NaOH N/10 et on élimine l’insoluble par cen- 
trifugation. La solution est précipitée, au voisinage du point isoélec- 
trique (pH 4,0) déterminé par le minimum de solubilité, en ajoutant 
de l’acide acétique dilué au 1/50. Ce précipité est redissous & pH 8,0 
et les mémes opérations sont répétées encore deux fois. Le dernier 
précipité, lavé A l’acétone, est desséché dans le vide. Le rendement 
final est compris entre 10 et 30 p. 100 du poids sec des vibrions totaux. 


C, Préparation des antisérums: Chacune des 26 fractions protéi- 
digues, dissoute dans l’eau physiologique 4 pH 7,0 a la teneur de 1 mg 
par millilitre, a été injectée par voie intraveineuse 4 des lapins de 
2 a3 kg a raison de 4 A 6 doses croissantes réparties sur trois 
semaines environ. La quantité totale injectée est de l’ordre de 5 mg. 
Les animaux sont saignés sept jours aprés la derniére injection. Nous 
n’avons observé que rarement des phénoménes toxiques. Les immun- 
sérums utilisés précipitent tous, 4 des dilutions variables, mais jamais 
inférieures 4 1/200, la fraction homologue en solution physiologique 
a 1 mg de protéide par millilitre. 


D. Réactions des précipitines: Les antigénes, utilisés en solution 
physiologique 4 pH 7,0 (1 mg/ml), et les antisérums (A dilution 
variable) ont été additionnés de merthiolate 4 1 p. 5 000. 
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Les réactions sont pratiquées par la méthode du disque observé a la 
limite des deux couches, inférieure de l’antisérum et supérieure de 
J’antigéne, aprés une heure au bain-marie ) 37°. Les résultats consi- 
dérés comme négatifs ont été obtenus avec les antisérums non dilués. 


EK. Dosage des anticorps: Lorsqu’elle est négative, la réaction des 
précipitines, pratiquée comme indiqué ci-dessus, suffit A démontrer 
Vabsence de relations sérologiques entre deux fractions données. Par 
contre, une réaction croisée positive ne permet pas de conclure 
a Videntité de deux fractions précipitant par le méme antisérum. Nous 
avons donc eu recours, dans les cas owt: il existait des relations anti- 
géniques entre les fractions des vibrions A identifier et les fractions 
des V. fatus connus, au dosage quantitatif des anticorps de chacun 
des deux immunsérums feetus avec chaque fraction précipitée par lui 
d'une part, et d’autre part, de chaque immunsérum des fractions 
& tester avec les fractions Am et 5850 respectivement. 

Nous avons utilisé une technique néphélométrique inspirée de celle 
de Libby [2]. Des quantités fixes (0,5 ml) de sérum pur ou dilué sont 
mélangées 4 des quantités croissantes de fraction microbienne (0,2 
* 1 mg) dissoutes dans un volume égal (0,5 ml) d’eau physiologique 
4 pH 7,0. Apres un séjour de quarante-huit heures 4 la glaciére durant 
lequel les mélanges sont agités 4 plusieurs reprises, les précipités sont 
remis en suspension et l’opacité mesurée au photométre a cellules 
sous écran violet (4 000 A). La taille des particules des précipités étant 
minime, Jes suspensions sont suffisamment stables pour permettre 
des lectures reproductibles dans les cinq minutes suivant la remise 
en suspension. 

On peut ainsi tracer une courbe pour chaque antisérum avec la 
fraction homologue ou avec les fractions croisées. L’allure de cette 
courbe correspond sensiblement a celle qu’on obtient en pratiquant le 
dosage de l’azote des anticorps (suivant la méthode de Heidelberger, 
sans doute plus rigoureuse mais d’exécution beaucoup plus longue). 
La zone d’équivalence est déterminée pour chaque courbe par essai 
des portions des surnageants de chaque mélange sérum-antigtne cen- 
ivifugé, avec le sérum et l’antigéne respectivement. Les valeurs fournies 
par lopacimétrie au point d’équivalence sont exprimées en pour- 
centage de la valeur du précipité homologue. 

Nous avons d’abord comparé par cette technique les deux fractions 
des V. foetus Am et 5850. Puis pour chacune des fractions extraites 
des vibrions 4 déterminer, nous avons pratiqué cinq dosages : 

1° et 2°: courbes de précipitation respectives des antisérums des 
fractions Am et 5850 avec la fraction du vibrion 4 déterminer. 

3°, 4° et 5° : courbes de précipitation de ]’antisérum de la fraction 
du vibrion testé avec, respectivement, les fractions homologue, Am 
et 5850. 

De plus, nous avons effectué les dosages correspondant aux précipités 
croisés obtenus exceplionnellement avec les fractions d’espéces étran- 
geéres : soit avec le V. bubulus W d’une part pour la souche 3887, et 
avec le seul vibrion d’eau Ez5cp d’autre part pour les souches 3598, 
3724 et 3745 (en tenant compte du fait constaté que les fractions des 
trois vibrions cholerae El Tor et Ez5cp sont immunologiquement 


identiques). 
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R&SULTATS ET DISCUSSION. 


A. Tests de précipitation qualitatifs. — Les résultats des preéci- 
pitations directes et croisées obtenues par le test du disque, 
indiqués dans le tableau I, montrent que : 


I. Les fractions protéidiques extraites des deux V. foetus connus 
ont des rapports sérologiques communs. D’autre part, elles ne 


Tasreau I. — Tests qualitatifs des précipitines. 
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précipitent pas avec les quatre antisérums obtenus avec les frac- 
lions analogues des vibrions d’espéces étrangéres. Réciproque- 
ment, les antisérums des fractions foetus sont inactifs sur les 
fractions des vibrions bubulus, cholere, El Tor et Ezicp. Ceci 
nous parait confirmer la spécificité des fractions protéidiques des 
V. foetus authentiques. 
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If. Les fractions protéidiques extraites des deux vibrions fetus 
connus et des 20 vibrions d’origine bovine soumis a l’examen ont 
fourni avec leurs 22 antisérums une forte majorité de réactions 
croisées positives. Toutefois, on a pu relever un nombre non 
régligeable de réactions négatives (130 sur 484, soit 26,8 p. 100). 
Ceci est du au fait que les réactions croisées ne sont pas toutes 
réciproques : certaines fractions se comportant en antigéne, 
d’autres en hapténe, suivant que les précipitations croisées sont 
toutes deux positives ou l’une positive et l’autre négative. Nous 
pensons donc que les fractions protéidiques des V. foetus consti- 
tuent des antigénes complexes dont les groupements actifs mul- 
tiples réagissent ou non avec les différents anticorps des anti- 
sérums hétérologues. Pour schématiser cette structure comme nous 
lavions fait dans le travail précité [4], ot nous avions dénombré 
(dans la fraction polyosidique) six facteurs différents pour dix 
souches seulement, il faudrait faire intervenir un nombre de 
facteurs trop important pour qu’une telle classification présente 
un intérét pratique. 

Sans méconnaitre absolument la possibilité d’une dégradation 
par le phénol de l’antigéne protéidique tel qu’il se présente chez 
fe vibrion vivant (rangon de toute méthode d’extraction chimique), 
nous ne retiendrons pas |’objection de Bibberstein [8], pour qui 
la technique de fractionnement des vibrions par le phénol (déja 
utilisée avec succés par Schrivastava, Singh et Ahuja [4]) donnerait 
lieu a la production d’artefacts, car les réactions fournies par 
des échantillons de fractions protéidiques d’une méme souche mais 
de préparations différentes nous ont toujours donné des résultats 
identiques et donc reproductibles. 


III. Si la majorité des fractions des vibrions étudiés se com- 
portent comme celles des V. foetus Am et 5850, ¢’est-a-dire n’ont 
pas de relations sérologiques avec les vibrions d’espéces étran- 
géres, on peut noter que quatre vibrions font exception, a savoir 
les vibrions 3598, 3724 et 3797 dont les fractions sont précipitées 
par les antisérums des quatre fractions bubulus, cholere, El Tor 
et Ez5cp, mais pas réciproquement, et le vibrion 3887 dont ]’anti- 
sérum précipite la fraction bubulus sans réciprocité. 

IV. Parmi les quatre vibrions d’espéces étrangéres, on peut 
grouper les V. cholere, V. El Tor et le vibrion d’eau qui ont 
des relations réciproques ; par contre, V. bubulus est totalement 
distinct des trois autres. 

Des résultats de ces tests qualitatifs on pourrait conclure que 
les 20 vibrions bovins examinés appartiennent tous a l’espéce 
foetus, puisque leur fraction protéidique ou son antisérum ont 
donné des précipitations croisées soit avec l’une des deux frac- 
tions analogues des V. fetus Am ou 5850, soit méme avec ces 
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deux fractions. Toutefois le cas des trois vibrions 3598, 3724 et 
3797 qui ont des relations antigéniques avec des vibrions étrangers 
et celui du vibrion 3887 dont la fraction est précipitée par l’anti- 
sérum bubulus devrait faire douler de leur authenticité sinon de 
la spécificité du test des précipitines. 


B. Tests de précipitation quantitative. — Les résultats de ces 
tests fournissent des renseignements plus précis sur le compor- 
tement des vibrions étudiés. 

I. Les tests croisés préliminaires effecltués avec les fractions 
des vibrions foetus connus Am et 5850 et leurs antisérums respec- 
tifs indiquent une légére différence immunologique de ces deux 
fractions. 

On voit en effet, sur la figure 1, que le sérum 5850 donne des 
courbes pratiquement identiques avec la fraction homologue et la 
fraction Am, et l’on vérifie que ce sérum saturé par la fraction 
hélérologue ne précipite plus la fraction homologue 5850. 

Par contre, le sérum Am donne une courbe d’opacité de la 
précipitation hétérologue inférieure 4 celle de la précipitation 
homologue, et on vérifie que ce sérum saturé par la fraction 5850 
précipite encore la fraction homologue Am. En fait, au point 
d’équivalence, l’opacité de la précipitation hétérologue n’équivaut 
qu’a 85 p. 100 de celle de la précipitation homologue. Cette 
différence de 15 p. 100, si toutefois on la tient pour significative, 
pourrait indiquer l’existence de certaines variétés immunologiques 
des diverses souches de V. fetus. En loccurrence, nous aurions 
affaire 4 deux types antigéniques différents. 

II. Les valeurs opacimétriques oblenues de la méme maniére, 
au point d’équivalence, avec les antisérums des fractions des 
V. foetus Am et 5850, respectivement, et chacune des fractions 
protéidiques des 20 vibrions bovins soumis a |’étude, figurent au 
tableau II, colonnes 1 et 1’. 

Les chiffres qui y sont portés indiquent les pourcentages de 
Vopacité du précipité hétérologue, allant de 0 (pas de précipita- 
tion hélérologue, soit absence de relation sérologique entre le 
vibrion testé et le vibrion faetus connu) a 100 (prépicipation égale 
a celle fournie par la fraction homologue, soit identité des deux 
vibrions, foetus et testé). 

Ces résultats montrent que : 

1° Les antisérums des fractions des deux V. feetus connus n’ont 
précipité au taux maximum que certaines fractions, a savoir : 

a) Antisérum Am : aucune fraction ; 

b) Antisérum 5850 : fractions 3281, 3427, 3498, 3583, 3598, 3609, 
3622, 3632, 3745, 3797, 3830 et 4395. 

2° Les autres précipités sont tous inférieurs au taux homologue 
et méme nuls pour les vibrions 3245 et 3632 vis-a-vis de l’anti- 
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Tasreau I]. — Résultats fournis par le dosage des anticorps. 


| 
Fraction | Relations avec la fraction Relation avec la fraction 


Conclusion 


Yafoetus IV 


V.foetus II 

Vefoctus IL 

V. foetus 

Vafoetus 
foetus 

V3 foetus 

|v,foetus 

V foetus 


Vefoetus 


Vfoetus 


V.foetus 


V, foetus 

V.saprophyte 
Vefoetus III 
V,foetus III 
Vefoetus IV 


V,foetus II 
V.indéterminé 


Vefoetus II 


N. B. — La valeur de chaque précipilé croisé est exprimée en pourcentage de 
la densité optique du précipité homologue. Le chiffre 100 indique Widentité de la 
fraction testée et de la fraction homologue ; les chiffres inférieurs indiquent des 
relations partielles ou nulles (QO). 

(1) et (1’) : précipité produit par Vantisérum de la fraction V. fetus (Am 
ou 5850) avec la fraction du vibrion testé. (2) et (2’): précipité produit par 
Vantisérum de la fraction testée par Ja fraction fetus. (3) et () A: antigtne 

complet, (A): antigtne partiel, H: hapténe. 


sérum Am, et pour les vibrions 3245, 3610, 3620, 3621, 3630, 
3724 et 3800 vis-a-vis de ]’antisérum 5850. 


III. Dans les colonnes 2 et 2’ du tableau II figurent, en pour- 
centages d’opacité du précipité homologue, les valeurs fournies 
par la précipitation des fractions extraites des V. foetus Am et 
5850 par les antisérums des fractions protéidiques de chacun des 
20 vibrions bovins. 
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On peut y voir que : 

1° Les fractions des V. fetus connus sont précipilées au taux 
homologue par un certain nombre d’antisérums des fractions 
testées, soit : 

a) La fraction Am par les antisérums 3498, 3583, 3621, 3622, 
Be) LO vhed & 

b) La fraction 5850 par les antisérums 3622, 3632 et 3745. 

2° Les autres antisérums ont donné des résultats trés inférieurs 
aux taux homologues ; aucun n’est nul pour la fraction Am, par 
contre la fraction 5850 n’est pas précipitée par |’antisérum 4395 
et tres faiblement (2 p. 100) par l’antisérum 3724. 


IV. Nous avons indiqué dans les colonnes 3 et 3’ du tableau II 
le comportement immunologique des fraclions protéidiques extraites 
des 20 vibrions bovins vis-a-vis des fractions analogues extraites 
des deux vibrions foetus, tel qu’il ressort de ces dosages d’anti- 
corps. Le signe A indique que la fraction testée se comporte en 
antigéne complet, le signe (A) en antigéne partiel et le signe H 
en haptene. 


V. En ne considérant que les seuls tests ot la valeur opaci- 
métrique du précipité hétérologue est égale a celle du précipité 
homologue (dans la zone d’équivalence), et ott le sérum saturé 
par la fraction hétérologue ne précipite plus par la fraction 
homologue, nous retiendrons d’abord 18 vibrions, sur les 20 
examinés. Nous estimons que ces 13 vibrions peuvent étre tenus 
pour des V. fetus authentiques. Ils se répartissent en trois 
groupes, suivant quils s’identifient soit & un seul des deux 
vibrions feetus de référence, soit aux deux : 

Groupe I, apparenté au vibrion Am: 1 vibrion, n° 3621. 

Groupe II, apparenté au vibrion 5850: 7 vibrions, n®* 3281, 
3427, 3598, 3609, 3622, 3830 et 4395. 

Groupe III, mixte : 5 vibrions, n* 3498, 3583, 3622, 3745 et 
3797. 

VI. Les 7 vibrions restants (8245, 3610, 3620, 3630, 3724, 3800 
et 3887) ne peuvent étre tenus a priori pour V. fetus, leurs frac- 
tions s’étant comportées en antigéne partiel ou en hapténe vis- 
i-vis des antisérums Am et 5850, et leurs antisérums n’ayant 
jamais été saturés totalement par les fractions feetus. 


VU. Les figures 2, 3 et 4, qui montrent les courbes des préci- 
pilations directes et croisées de trois vibrions différents (3621 du 
groupe I, 3622 du groupe III et 3630 encore indéterminé) pris 
comme exemples, illustrent graphiquement leur comportement 
immunologique. 


VIII. Les fractions des quatre vibrions (n° 3598 et 3797, tenus 
pour V. foetus TI, et n* 3724 et 3887 encore indéterminés), qui 
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mg dntigéne mg antigéne 
Fic. 1. — Courbes de précipitation des antisérums des fractions protéidiques des 


V. fetus Am et 5850. a): antisérum Am et fraction homologue; a’): anti- 
sérum Am et fraction 5058; b): antisérum 5058 et fraction homologue ; 


b’} : antisérum 5850 et fraction Am ; !) : point d’équivalence. 
Fie. 2. — Courbes de précipitation de l’antisérum de la fraction protéidique du 
vibrion n°? 3621. (V. foetus I). — : précipitation de la fraction homologue ; 
— — — — : précipitation de la fraction Am; .—.—. : précipitation de la 
fraction 5850; !: point d’équivalence. 
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Fic. 3. — Courbes de précipitation de l’antisérum de la fraction protéidique du 

vibrion 3622 (V. fetus Ill). précipitation de la fraction homologue ; 

— — — —:: précipitation de la fraction Am; .— . — . : précipitation de la 

fraction 5850; !: point d’équivalence. 

Fic. 4. — Courbes de précipitation de l’antisérum de Ja fraction protéidique du 

vibrion n° 3630 (V. foetus IV). —————: précipitation de la fraction homologue ; 

—. — — —: précipitation de la fraction Am; . — . — . : précipitation de la 


fraction 5850; !: point d’équivalence. 
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avaient donné, aux tests qualitatifs, des précipitations croisées 
avec des vibrions ¢trangers a l’espéce foelus, ont ¢lé soumises 
4 des tests quantitatifs complémentaires vis-a-vis des antisérums 
du V. bubulus et du vibrion d’eau d’une part, et les antisérums 
des quatre vibrions bovins précités ont été testés par les fractions 
bubulus et Ez5cp d’autre part. Les résultats de ces tests figurent 
au tableau HI (sous la méme disposition que celle adoptée dans 
je tableau II). Ils montrent que : 

1° Vis-a-vis du vibrion bubulus (colonnes 1, 2 et 3) les frac- 
tions des trois premiers vibrions (8598, 3724 et 3797) se 
comportent particllement en hapténe, la quatri¢me (8887) comme 


Tasteau Ill. — Relations avec V. bubulus et vibrion d’eau. 


Fraction Relations avec la fraction Relations avec la fraction 


du Vyebubulus W du vibrion dteau Ez5cp 


{1) et (1’): précipités de la fraction testée avec lantisérum bubulus et Vantisérum 

Ez5cp, respectivement. (2) ect (2’): précipités de l’antisérum de la fraction testée 

avec les fractions bubulus et Ezocp, respectivement. (3) ect (3’) A: antigene 
complet, (A) : antigtne partiel, H : ‘/hapténe. 


un trés faible antigéne (8 p. 100). Comme, par ailleurs, aucunc 
relation antigénique n’existe entre le V. bubulus et les deux 
V. foetus (pas plus qu’avec V. cholerae, V. El Tor ou le vibrion 
d’eau), nous estimons que V. bubulus, qui du point de vue 
cultural et biochimique aussi se différencie de V. fetus, appar- 
tient bien & une espéce immunochimique particuliére. 

2° Vis-a-vis du vibrion d’eau Ez5cp, on constate (colonnes 1’, 
2’ et 3’) que seule la fraction 3724 a été précipitée au taux 
homologue par J’antisérum du vibrion d’eau. Les autres préci- 
pitations sont seulement partielles. 

D’aprés les critéres adoptés plus haut (voir § V), nous admet- 
trons done que : 

a) ‘Le vibrion 8724, dont la fraction protéidique n’a que des 
relations sérologiques partielles avec la fraction homologue du 
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V. foetus Am et aucune avec celle du V. fetus 5850, mais préci- 
pite au taux homologue avec l’antisérum de la fraction du vibrion 
d’eau, est trés vraisemblablement un vibrion banal saprophyte. 

b) L’appartenance a l’espéce foetus des vibrions 3598 et 3797 
nest pas a remettre en discussion puisqu’ils n’ont que des rela- 
lions partielles avec le vibrion Ez5cp. 

c) Le vibrion 3887, qui a des rapports antigéniques partiels 
avec les deux V. foetus et aussi avec le V. bubulus, reste indéter- 
miné. L’histoire clinique de cette souche n’est d’ailleurs pas en 
faveur d’une affection a V. foetus. Il s’agissait d’un veau mort-né 
a terme ; seule la culture du placenta a été posilive dans 2 tubes 
sur 6, les cultures des organes (estomac, cerveau, sang du cceur) 
ont été négatives. L’étable contient 7 bétes et il y a eu 38 avor- 
tements dont 2 liés 4 la brucellose ou a des carences alimentaires. 
I] n’y a jamais eu de stérililé. La souche avait été considérée 
comme V. foetus en raison des caractéres morphologiques, tinc- 
toriaux et culturaux. Elle ne produisait pas d’H,S et la recherche 
de la catalase était positive. Ce cas particulier montre que nos 
eriléres de caractérisation sont encore insuffisanis et peuvent 
parfois entrainer des erreurs que seule la sérologie permet de 
rectifier. 

IX. Ayant ainsi écarté les deux vibrions 3724 et 3887, nous 
esltimons que les 5 souches restantes (8245, 3610, 3620, 3630 et 
3800) qui ont avec les deux V. feetus authentiques des rapports 
anligéniques partiels mais exclusifs, peuvent étre considérées 
comme appartenant a celte méme espece. Le fait que les deux 
souches arbitrairement choisies comme étalons ne sont pas stric- 
tement identiques nous permet, en effet, de supposer que les 
5 vibrions précités peuvent s’apparenter 4 une troisiéme souche 
de V. foetus que nous aurions tout aussi bien pu choisir. Nous 
avons donc fait figurer nos 5 derniers vibrions, dans le tableau II, 
comme du type 1V, sans préjuger de la possibilité d’un démem- 
brement ultérieur de ce quatrieéme groupe. 


Résumnh. 


Vingt vibrions provenant d’avortements bovins ont élé soumis 
i une étude immunochimique qualitative et quantitative. ‘La 
comparaison sérologique des fractions protéidiques extraites de 
ces vibrions avec les fractions analogues extraites de 2 vibrions 
foetus connus et de 4 vibrions d’espéces étrangéres (V. bubulus, 
V. cholerae, V. El Tor et vibrion d’eau) a permis de classer 
comme suit les 20 souches d’origine bovine : 

a) 18 vibrions considérés comme des V. foetus authentiques, 
parmi lesquels 18 dont les fractions protéidiques (ou leurs anti- 
sérums) ont donné avec l’antisérum des fractions analogues de 
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l'un ou l'autre des V. foetus connus (ou ces fractions elles-mémes) 
des précipilés égaux, dans la zone d’équivalence, aux précipités 
homologues, et 5 a taux de précipitation croisée inférieurs ; 

b) 1 vibrion apparenté au vibrion d’cau et tenu pour sapro- 
phyte banal ; 

c) 1 vibrion n’ayant que des rapports partiels avec V. fetus, 
mais en ayant aussi avec V. bubulus, considéré comme indéter- 
miné tant du point de vue immunochimique que clinique. 

Ces résultats confirment la spécificité de la fraction protéidique 
de Vibrio fetus et indiquent l’existence de variétés sérologiques 
de ce vibrion. 


SUMMARY 


IMMUNOCHEMICAL STUDIES ON 20 STRAINS OF VIBRIO ISOLATED 
FROM BOVINE ABORTION CASES. 


Qualitative and quantitative immunochemical study of 20 vibrios 
isolated from bovine abortion cases. 

A serological comparison has been carried out between the 
protein fractions of these vibrios and analogous fractions extracted 
from two Vibrio foetus and from vibrios belonging to four other 
species (V. bubulus, V. cholerae, V. El Tor and water vibrio). 
This comparison has allowed to classify the 20 bovine strains as 
follows : 

a) 18 strains can be considered as belonging to the species 
V. fetus: the protein fractions of 13 of them gave with the 
immune serum of analogous fractions extracted from the two 
V. foetus strains, precipitates which, in the equivalent zone, were 
similar to homologous precipitates; for the 5 other ones, the 
titer of precipitation was lower than with homologous strains or 
immune sera. 

b) One strain related to the water vibrio turned out to be 
a saprophyte. 

c) One strain only partially related to Vibrio foetus, was also 
related to V. bubulus, and should be considered as undetermined 
clinically as well as immunochemically. 

These results confirm the specificity of the protein fraction of 
1’. foetus and point out the existence of serological variants of 
this vibrio. 
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METABOLISME DES MYCOBACTERIES 
SENSIBLES ET RESISTANTES A L’INH. 


ACTIVITE AMINO-ACIDE OXYDASIQUE 
(PRODUCTION D’EAU OXYGENEE). 


par A. ANDREJEW et A. TACQUET (*). 


(Institut Pasteur de Lille) 


Certaines souches de Mycobactéries adaptées a l’INH (hydra- 
zide de l’acide isonicotinique) perdent complétement ou en grande 
partie leur activité catalasique {4, 2a] et peroxydasique {2 b}, 
mais possédent les cytochromes a, b et c, ainsi qu’une activité 
cytochrome-oxydasique [2c]. Ainsi, dans les mémes conditions 
de culture, parmi les enzymes ou cofacteurs héminiques, l’adap- 
tation a PINH inhibe principalement la formation des enzymes 
détruisant ’eau oxygénée (catalase, peroxydase). On sait, d’autre 
part, que les souches adaptées 4 |’ INH résistent moins bien que 
les souches sensibles a PINH, a l’effet toxique de H,O, [8]. 

Dans ces conditions, nous nous sommes demandé si les Myco- 
bactéries adaptées & INH produisaient de l’eau oxygénée. 

On sait que certaines oxydases (D- et L-amino-acide oxydases, 
xanthine oxydase, glucose oxydase et autres), étudiées a l'état 
isolé, réagissent directement avec O, moléculaire, en le réduisant 
en H,0,. 

La formation de H,O,, impligquée dans ces systémes, peut étre 
mise en évidence suivant la méthode de Keilin et Hartree [4], qui 
ont remarqué qu’en l’absence de la catalase et en présence de 
la D-amino-acide oxydase, la consommation de O,, lors de l’oxy- 
dation de la D-alanine, est doublée par rapport a la quantité 
calculée d’oxygéne nécessaire 4 |’oxydation de ce substrat. D’aprés 
Negelein et Brémel [5], il se produit, dans ces conditions, une 
réaction spontanée (non enzymatique) entre deux produits d’oxy- 
dation, H,O, et acide pyruvique, avec formation d’acide acétique, 


de CO, et de H,O: 


R.CH.NH,.COOH + H,O + 0, —> R.CO.COOH + NH, + H,0, (0 
R.CO.COOH + H,O, —> R.COOH + CO, + H,O (II) 


(*) Manuscrit recu le 16 juillet 1957. 
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Lorsqu’on ajoute de la catalase 4 ce systéme, la consommation 
de O, diminue de moitié : H,O, formée a la suite de la réaction I 
est décomposée et la réaction II n’a done pas leu. Dans ce cas 
la réaction devient : 

R.CH.NH,.COOH + 2 0, —> R.CO.COOH + NH, (IT) 


Mais si l’on ajoute, a la fois, la catalase et 1’éthanol, la 
consommation de O, redevient double : il se produit une oxyda- 
tion préférentielle de l’alcool 4 la place de Vacide pyruvique. 
Cette oxydation couplée de |’éthanol [4] résulte de l’activité per- 
oxydasique de la catalase et s’effectue suivant la réaction : 

R.CH,OH + H,O, > R.CHO + 2H,0 (IV) 


La désamination oxydalive de l’alanine et Poxydation couplée 
de l’éthanol [4] ont été notamment étudiées chez les anaérobies 
(Cl. sporogenes) par Aubel, Rosenberg et de Chezelles [6], ainsi 
que par Rosenberg et Nisman [7], et chez les aérobies, en parti- 
culier chez certaines Mycobactéries, par l’un de nous en collabo- 
ration avec Rosenberg [8 a). 

Le présent travail est consacré a l’étude de ce probleme chez 
certains mulants des Mycobactéries résistants 4 INH, ainsi qu’a 
Vétude de leffet direct de INH, de la streptomycine, du PAS 
(acide para-amino-salicylique) et de la D-cyclosérine sur lacti- 
vité des L- et D-amino-acide oxydases. 


MiETHODES. 


La consommation de O, est mesurée dans l'appareil de War- 
burg, 4 37°, en atmosphere d’air. La composition des fioles est 
donnée au bas des figures et tableaux. 

Comme précédemment [2 c], les bactéries sont cultivées sur 
milieu de Lowenstein, additionné ou non d’INH. 

L’homogénat du cortex de rein de mouton est préparé dans un 
peu de KCl 0,154 M, a 0°, a l’aide d’un homogénéiseur du type 
Potter-Elvehjem. Aprés une centrifugation, a froid, d’une heure 
a 20000 g, on obltient le surnageant (poids sec : 39,6 mg/ml) 
ulilisé dans ce travail. 

La D-amino-acide oxydase est préparée a partir d’une poudre 
acétonique du cortex de rein de mouton et purifiée jusqu’a 
’étape 4, suivant le procédé de Negelein et Bromel, rapporté 
par Burton [9]. Cette préparation est dialysée, A + 4°, contre le 
tampon pyrophosphate 0,016 M, pH 8,3. Pour mesurer l’activité 
de cet enzyme nous employons la DL-alanine, comme substrat, 
car l’isomére L- n’est pas oxydé d’une facgon appréciable par les 
extrails aqueux des poudres acétoniques des tissus animaux [9]. 


Les broyats de bactéries sont faits a froid (0°), en présence 
de sable. 
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Les poudres acétoniques de bactéries sont préparées d’apreés 
Potter [40]. 
Les dosages de NH, sont faits au microkjeldahl. 


Les amino-acides employés proviennent des ¢tablissements 
Hoffmann-La Roche. 


RESULTATS. 


Le BCG C nous a paru particuliérement intéressant, puisqu il 
a été obtenu a partir d’un seul élément, isolé au micromanipula- 
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u! O2/10mg(po/ds sec) de bacilles 


Fic. 1. — BCG C sensible 4 VINH. Conditions expérimentales dans les deux 
cas (fig. 1 et 2): tampon PO,KH, + PO,Na,H, 0,03 M, pH 7,2. Volume 
total : 2,0 mil. Cupule centrale: 0,2 ml. de KOH 4 20 p. 100 + papier. DL-sérine 
(100 pM) ajontée au temps O. 1) Suspension bacillaire-témoin (endogéne) ; 
2) + catalase (en exces); 3) + éthanol 0,01M; 4) + catalase + éthanol ; 
3d) + DL-sérine ; 6) + DL-sérine + catalase ; 7) + DL-sérine + catalase + éthanol. 


leur, et dédoublé en BCG C sensible et BCG C résistant a 1’ INH 
(entrelenu depuis plus d’un an sur milieu de Lowenstein + INH). 
Les figures 1 et 2 donnent, respectivement, les résultats obtenus 
avec BCGC sensible. a VINH (Kat.f. = 0,4) et BCGC résistant 
a 100 we d’INH/ml (Kat.f. = 0-0,005). 
Dans les deux cas, ]a consommation de O,, en présence de 
acide aminé, de la catalase et de |’éthanol (courbe 7, fig. 1 et 2) 
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est pratiquement doublée, par rapport 4 celle obtenue en preé- 
sence de l’acide aminé et de la catalase (courbe 6, fig. 1 et 2), 
le rapport pAtomes O/wMoles NH, étant de 2,2-2,4. 

L’essai de la réduction du DPN (diphosphopyridine nucléotide), 
& 340 mp, effectué avec les broyats de ces cultures, en présence 
du tampon pyrophosphate 0,12 M pH 8,4, de KCN 0,05 M, de 
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Fic. 2. — BCG C résistant a 100 pg d’INH. 


MnCl, 0,0003 M et de l’éthanol 0,007 M n’a montré qu’une acti- 
vité négligeable ou nulle de 1|’éthanol déshydrogénase, enzyme 
susceptible d’interférer avec le systéme étudié en ce qui concerne 
l’'oxydation couplée de l’alcool. 

Ces expériences ont été faites avec des cultures de BCG C 
dgées de 3 semaines et laissées en suspension aqueuse a + 4° 
pendant quatre jours. Ce traitement semble avoir assuré !’accessi- 
bilité de la catalase au systéme étudié (fig. 1 et 2), puisque le 
AQO, de la méme souche (BCG C résistant 4 100 ug d’INH/ml) 
non traitée de cette fagon, peut ne pas étre diminué par la cata- 
lase ajoulée (exp. 6, 7, 8 du tableau I), sans qu’il y ait de varia- 


TasLeau I, 


JL 0, consommés par 10 mg (poids sec) de bacilles 


B.0.G. C résistant & I00Y d'I.N.H./ml 
B.C.G. C résistant A 100 Yd'I.N.H./ml 


B.C.G. C résistant & I00Y da'I.N.H./mL 


B.C.G. C résistant & 100 Yd'I.N.H./ml 
B.C.G. C résistant & 100 ¥da'I.N.H./ml 
M. phlei 525 rés. & 2000 Ya'I.N.H./ml 


H 37 Ra résistant & I00yd'I.N.H./ml 


Aviaire B résistant & 500 yd'INE /ml 


Aviaire B résistant & 500 Yda'INH /ml 


Aviaire B résistant & 500yda'INH /ml 
M. Grassberger rés. A 500 ¥a'INH /ml 


M. phlei 525 sensible A 1'I.N.H. 
M. Grassberger gensible > 1'I.N.H. 


H 37 Ra sensible & 1'I.N.H. 
Aviaire B sensible & 1'I.N.H. 


a 

oO 

EF 

o 

<= 
ee ie eS eS es i 

a la 145 | 10 | 17 | 52] 18 1s] 19| 46] 27 | 22] 2t| 983] 124] 59 
Endogtne 2 | 119 | 182 }253 | 19 | 35 | 99] 29 291 31] 77| 46] 44 | 36] 154] 238] 95 

3 | 152 | 249 48 39 38 107 | 58 | 61 340] 123 

I | 85 155 | 20 | 28 | 56] at 19| 19] 54] et | 38 | 35] 85] 130] 22 
Catalase 2 |138 |16e9 |2e8 | 37 | 55 | 107| 32 30 | 33] 93 66 | 62] 160] 261] 121 

3 | 177 1275 77 43 40 131 | 51 | 88 367] 152 

1 | 8 164 | 20 | 24 | 60] 23 23 | 18 | 49] 29 | 31 | 53{ 94 taal 106 
Ethanol 0,01 Mm | 2 | 136 |194 |319 | 40 | 43 | 114| 38 39 | 32 | 86 | 48 | 58 | 115] 183 | 314|269 

3 | 174 |276 62 52 53 120 | 63 | 77 485 1485 
Repro x | er t9r | 23 | 44 | 57| 25 23 | 18 | 61 | 26 | 33 | 72] 113 | 145113 
Ethanol 0,orm | 2 {132 |192 [349 ] 41 | 81 | t08| 43 40 | 35 |100 | 44 | 62 | 163] 230 | 321266 

3 | 171 |260 115 59 56 140 | 57 | 86 493 |480 

ay eit te3 | 42 | 6 1} 36 23 | 21 | 58 | 34 | 25 | 115] 92 | 171 J236 
Ree 2, 9 Bt || es eae tf van 3 58 | 3 5| 9 
ane 2 |156 }206 |336 | 84 |140 | 139] 75 39 | 44 | 96 | 58 | 56 | 276 | res | 336 |386 

’ 

3 213 292 209 112 55 132 | er | er 472 |492 
Nant FREY: || OF 159 | 30 | 53 | 74 23 | 22 | su | 25 | 31 | 124} 102 | 182 {230 
0,05 M+Catatace| 2 {172 [2t2 [313 | 62 rox | x45 40 | 46 | 91 | 46 | 65 | 272 | 203 | 356 [373 

3 |233 |296 136 57 130 | 66 | 94 498 |472 
Acide aminé I | 104 175 | 48 1A 30 | 23 | 54 | 55 | 32] 120 | 113 | 195 |234 
Oa 2 |189 |204 }309 | 98 144 55 | 48 | 98 | 80 | 62 | 262 | 237 | 410 [452 
Ethanol 001M | 5 |o¢¢ |og5 3 ed aeilies 619 |638 
Acide aminé I |103 1e2 ]57 | 69 | 75} 43 r 29 | 25 | 62 | 56 | 33 | 143] 145 | 213 |239 


GO, Ooms Geteones 179 |209 |337 113 fi4e |145| 89] 94] 55 | 49 [113 | 84 | 65 | 344 | 297 | 442 |452 


+ Ethanol 0,01 M 250 1302 b17 134 ]139 | 83 164 }I03 | 93 664 |626 


Exp.: 1, 2, 3, 7: DL-sérine (100 uM); 4, 5, 6, 8: L-sérine (100 pM) ; méme 
composition des fioles que les fig. 1 et 2, Jes autres: DL-alanine (100 pM). 
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lion de O/NH,. Notons cependant que, dans de nombreux cas, 
ies bactéries ainsi traitées continuaient & manifester une perméa- 
bilité déficiente et un métabolisme endogéne élevé. 

Comme les bacilles tuberculeux sensibles a l’INH_ possédent 
en général une activité catalasique relativement faible [2 b} et 
comme les mémes bactéries INH-résistantes la perdent complé- 
lement ou en grande partie [4], il semble que la consommation 
de O, puisse étre déja doublée en présence de l’acide aminé, 
suivant les réactions I et II; l’éthanol peut done dans ce cas ne 
pas l’augmenter. 

Apres les travaux de Keilin et Hartree [4], on sait, en effet, 
qu’en présence d’une quantité insuffisante de catalase la consom- 
mation de O, par ce systéme est augmentée par rapport a la 
quantité exigée par la réaction III et qu’une partie plus ou moins 
importante de céto-acide disparait suivant la réaction II. On sait 
également [4], que la quantité de catalase nécessaire pour assurer 
Voxydation couplée de l’éthanol par H,O, formée est environ 
mille fois plus importante que celle nécessaire pour la décompo- 
sition catalasique de H,O,. 

Comme le montrent les tableaux I et II, ainsi que les expé- 
riences non rapportées, le QO, des Mycobactéries intactes est 
augmenté aussi bien par la L-sérine que par la DL-sérine, par 
la J.-alanine aussi bien que par la DL-alanine. 


TaBLeau II. 
pl O, consommé par 10 mg (poids sec) de bacilles en une heure. 


1. BCG G sensible 4 VINH, 4gé de 26 jours. 
Suspension bacillaire : 


4 Galalase:. “Cites nabs corde vesicle esis tie See Seder ee eR ee 10,7 
sp catalaser= INE (i000 ieyfiarl) ec itere irises strstr ee etterte 14,0 
Catalase IuSémime: ters ects ett crelevetere sia nise tice eee ter ere reat 18,9 
+. catalase 4- L-sérine 4- INE (000 emilee crave rane 18,3 


2. BCGC sensible & INH, agé de 11 jours. 
Suspension bacillaire : 


ae CATALASE voce <5 cites cs alerels. 4 Svitas t nea ee 53,6 
ar Catalase. LIVED e(1(0.00)9 pe7/ unl) irae teeter terse einer 56,6 
st: LicQOrie %. co. citys tikes hes Grete ae ecks eats Ee eee 70,6 
= tGatalase: ee L-s6rine: ata rac cece ater eis eee TAT 
st catalase -sénine INE (000 mei m0) ne elects 60,5 


Composition de base des fioles : suspension bacillaire ; tampon PO,KH, + PO,Na,H 
0,03 M, pH 7,2, forte solution de catalase. Volume total : 2,0 ml. Cupule centrale - 
0,2 mi de KOH & 20 p. 100 + papier. L-sérine (100 pM) ajoutée au temps 0. 


D’autre part, nous n’avons pas obtenu d’augmentation du 
QO,, en présence de la DL-alanine avec la poudre acétonique de 
H37Ra (sensible a INH). 

Etant donné la faible activité amino-acide oxydasique des 
bacilles tuberculeux, nous n’avons pas réussi a améliorer les 
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résultats obtenus avec certaines cultures, aussi bien sensibles 
que résistantes a |’ INH, en employant les broyats ou les poudres 
acétoniques de ces bacilles. 

Cependant, méme si l’oxydation couplée de 1’éthanol (réac- 
tion IV) ne peut étre obtenue, dans ces conditions, avec certaines 
cultures de Mycobactéries, les résullats observés permettent de 
penser que les réactions I et II ont lieu aussi bien dans les Myco- 
bactéries sensibles que dans les Mycobactéries résistantes a VINH. 

Ainsi, pour une méme souche de Mycobactéries (exemple : 
BCG C), VINH, tout en inhibant la formation de la catalase et 
de la peroxydase, n’empéche pas celle du systéme amino-acide 
oxydasique, qui implique la production de H,0,. 

On sait qu’avec les Mycobactéries, tout au moins sensibles 
a VINH, on obtient une accumulation relativement forte de céto- 
acides [8 b], aussi bien dans certaines condilions expérimentales 
qu’au cours de la croissance. I] semble donc que la quantité de 
H,O, formée par ces bactéries soit insuffisante pour oxyder tous 
les céto-acides produits. 

Nous avons vu, d’autre part, que dans certains cas (par 
exemple M. phlei 525; exp. 14, tableau I), a c6té d’une consom- 
mation de O, fortement accrue en présence de DL-alanine, de 
catalase et d’éthanol, la quantité de NH, trouvée était relativement 
faible (rapport pAt. O/uM NH, : 2,8-3,2). Il est donc nécessaire 
denvisager la coexistence d’autres mécanismes  interférents, 
notamment de l’éthanol déshydrogénase (que nous n’avons cepen- 
dant pas réussi a mettre en évidence chez M. phlei), des trans- 
aminations (suivies d’oxydations), ainsi que la possibilité d’ulili- 
sation de NH, formé par ces bactéries (dont le métabolisme endo- 
gene est trés élevé). 

Notons également de trés grandes variations d’affinité pour les 
différents acides aminés suivant les souches [8 a]. Par exemple, 
le QO, du BCG C est augmenté par la sérine, tandis que ni l’ala- 
nine, ni la sérine n’ont influencé le QO, du BCG Phipps, au 
cours de ce travail. 

D’autre part, augmentation du QO, des bacilles tuberculeux, 
provoquée par un acide aminé, était trop faible dans certains cas 
pour que NH, formé puisse étre correctement dosé au moyen 
du microkjeldahl. 

Tout en nous réseryant d’examiner certains problémes, notam- 
ment celui des transaminalions chez les Mycobactéries au cours 
d’autres études, il nous a donc paru nécessaire de compléter ce 
travail par une étude de J’effet direct de VINH sur l’activité 
amino-acide oxydasique du BCGC sensible et résistant 4 V’INH 
et surtout sur la forte activilé amino-acide oxydasique des pré- 
parations obtenues 4 partir du cortex de rein de mouton. 
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Le tableau II (exp. 1) montre que, dans le cas d’une culture 
de BCG C sensible a INH, Agée de 26 jours, l’INH (1 000 pg/ml) 
n’exerce aucun effet sur le AQO, (accroissement de la respira- 
tion), obtenu en présence de L-sérine et d’un large excés de cata- 
lase « accessible ». Une culture de cette méme souche, agée de 
11 jours (exp. 2) et mise en présence de L-sérine et de catalase 
(qui, cette fois, n’accéde pas au systéme), donne un AQO, que 
VINH (1000 ug/ml) inhibe en partie. Il est possible d’ailleurs 
que cette inhibition concerne non pas |’oxydation de l’acide aminé 
méme, mais celle du métabolite qui en est issu. 


Les expériences suivantes, faites avec les extraits du cortex 
de rein de mouton, contribuent 4 répondre a cette question. 


Le tableau III donne quelques résultats obtenus avec le surna- 
geant de l’homogénat du cortex de rein de mouton (ayant une 
forte activité catalasique), additionné de L-alanine et d’INH, de 
streptomycine, de PAS ou de D-cyclosérine. A Vexception d’une 
légére inhibition obtenue en présence du PAS, ces substances 
n’exercent aucun effet inhibiteur sur ce systéme. Dans ces condi- 
tions d’expérience, ?INH, au contraire, l’exalte faiblement. 


TasBLeau III. 


1. Homogénat (snrnageant) de cortex de rein de mouton : QO, 
AB Gmallamines jo,s avatessisve cverovecasasn ovale eeaera rteteloter omer ske Cee eae eect are 8,8 
=p Ealanime ts -sINE (2/00) irre /ial) Miopsete a letete lela oteteletetetetolerote etter ts 9,9 
ae erence MMIEE (GUNN Mega) Goose sctaco coeadogodmcaus sone 9,8 
+ L-alanine + streptomycine (5 000 pg/ml) ...............+..-. 8,7 
ap UAE WS BE UES) (PAB) MACY Genco oncanesc os ocescAsoouaonc 8,1 
ap EVebmS SIONS (OOO paypill) coséoncosnotdopccsonc08s0oase GLE 
>) L-alanine --)-cyclosérine (2 O00) jyrey/mall) umepeatestotereter reteset 8,3 

2. Homogénat (surnageant) de cortex de rein de mouton : 
aE Lisalanime: yao %.aiaeisye sel osroge Gy eloiaiereetos tie er one ee Ee 8,8 
ji li-alanine tals (OOO ars; /a)) seyret tereear net citer eet 9,9 
qyL-alaniner- i INE (O00 mey/ ral) rtrcmterteeter tte racers teers 9,8 
qe eVEUupoe MNIEE USUI ireypcll)  Soscnoneassonns cdoomecououves 9,9 
+- L-alanine + streptomycine (2500 pg/ml) .................... 9.2 
pel alanines ss PAS s(pO 0 ciel) ie rcttta ejects fete ter eerie 8,8 


Composition de base des fioles: homogénat (surnageant) du cortex de rein de 
mouton ; tampon phosphates 0,03 M, pH 7,2. Volume total: 2,0 ml. Cupule 
centrale : 0,2 ml de KOH a 20 p. 100 + papier. Au temps 0: 100 pM de L-alanine. 


D’autre part, la L-amino-acide oxydase, purifiée d’aprés Blan- 
chard et coll {44}, jusqu’a l’étape 2, n’est pas inhibée par l’INH. 
‘Le tableau IV donne les résultats obtenus avec la D-amino- 
acide oxydase, que nous avons préparée a partir de la poudre 
acétonique du cortex de rein de mouton et additionnée de FAD 


METABOLISME DES MYCOBACTERIES 703 


(flavine adénine dinucléotide). L’INH, la streptomycine et la 
D-cyclosérine n’exercent pas d’effet sur l’activité de la D-amino- 
acide oxydase. A la méme concentration (2500 ug/ml) le PAS 
semble l’inhiber trés légérement. 


TasLeEau IY. 


pl O, consommés (en quatre-vingt-dix minutes). 
1. D-amino-acide oxydase : 


= ralamimery jteier=csterecatstesssetstss ero sere spr 2a tiers aiacebe ee cate oa eee 569 
op DILEMEMINS gS MINE (ZC UY megpitl) en oooosoqcoepas aosncbosoecc 580 
tae ALAN ey -PoaCALALAGEd waters ovataterale invent ieee aiyeraioi te oveie eel stom rete sinc ears 295 
+ DL-alanine + catalase + INH (2000 pg/ml) ................. 280 


pl O, consommeés (en soixante minutes). 


2. D-amino-acide oxydase : 
ae calaninmee-fe Catalase cercrare iiss e ciercis ote us testers aise cieleician Cl ears PAS) 
+ DL-alanine + catalase + INH (2500 pg/ml) ................. 233 
+ DL-alanine + catalase + D-cyclosérine (2500 pg/ml) ........ 262 


pl O, consommés (en soixante minutes). 
3. D-amino-acide oxydase : 
=f L)-alaniney-+- Catalase): csrseiasieerele eMte eters co: ol ore eisteoe hake ioe ceece are 232 
+ DL-alanine + catalase + INH (2500 pg/ml) .....-........... 233 
pl O, consommés (en soixante minutes). — 


4. D-amino acide oxydase : 


ce DI Pal ebeihates = Saree Tso. | Bhi hko.e he SEBO OS Colonic te UOdiG Cuneo a 6 278 
+ DL-alanine + catalase + INH (2500 pg/ml) .........-.-.... 270 
+ DL-alanine + catalase + streptomycine (2500 pg/ml) ........ 280) 
+ DL-alanine + catalase + PAS (2500 pg/ml) ................- 235 


Composition de base des fioles: solution de D-amino-acide oxydase (correspondant 

i 50 mg environ de poudre acétonique) ; tampon pyrophosphate + HCl 0,05 M, 

pH 8,3; FAD 0,0001 M. Volume total: 2 ml. Cupule centrale: 0,2 ml de KOH 
a 20 p. 100 + papier. DL-alanine (100 4M) ajoutée au temps 0. 


Nos études antérieures ont montré, d’autre part, que VINU 
non seulement empéche la formation de la catalase et de la per- 
oxydase dans les bacilles tuberculeux, mais inhibe directement 
et d’une facon non compétitive l’activité de ces enzymes, employés 
a état purifié. 

Ainsi, contrairement a ces enzymes héminiques, les L- et 
D-amino-acide oxydases, dont lactivité implique la production 
de H,O, et dont les coenzymes sont, respectivement, la flavine 
mononucléotide et la flavine adénine dinucléotide (FAD), ne sont 
pas inhibées par TINH. 

CoNCLUSION. 

Pour une méme souche de Mycobactéries, tout en inhibant tota- 

lement ou en grande partie, la formation de la catalase et de la 


peroxydase (enzymes héminiques détruisant Veau oxygénée), 
VINH (hydrazide de l’acide iso-nicotinique) n’empéche pas !a 
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formation du syst¢me amino-acide oxydasique, qui implique la 

production de l’eau oxygénée. 
En contact direct, INH, la streptomycine ou la D-cyclosérine 

n’inhibent pas l’activité des L- ou D-amino-acide oxydases. 


SUMMARY 


Merasotism or INH-sensitrvE aNp INH-reststanr MycopBacTeRiA. 
AMINO-ACID OXIDASE ACTIVITY (PRODUCTION oF H,O,). 


Although INH totally or almost totally inhibits catalase-per- 
oxidase formation (an haeminic enzyme wich destroys H,0,), it 
does not prevent amino-acid-oxidase formation (an enzyme which 
produces H,0,). 
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RECHERCHES SUR L’EVOLUTION DE LA RESISTANCE 


DES ENTEROCOQUES AUX ANTIBIOTIQUES USUELS 
DE {950 A 1956 


L’ACTION COMPAREE /W V/TRO DE L’ERYTHROMYCINE, 
DE LA MAGNAMYCINE, DE LA SPIRAMYCINE, DE LA NOVOBIOCINE 
DE L’OLEANDOMYCINE ET DE LA VANCOMYCINE, 


DEUXIEME PARTIE. 


par A. LUTZ et M™ M. J. HOFFERER (*). 


(Laboratoire Départemental de Bactériologie de Strasbourg 
[Directeur <—D* QA. -Luaz)) 


La premiére partie de ce travail a montré : 

1° Qu’en 1957 les antibiotiques pouvaient étre rangés dans 
VYordre décroissant suivant d’aprés le plus grand nombre de 
souches sensibles : chloramphénicol, tétracyclines, streptomycine, 
pénicilline. 

Un assez grand nombre des souches résistantes a ces 5 anti- 
biotiques sont encore sensibles a |’érythromycine, 4 la spiramy- 
cine, a la framycétine, a la néomycine et a la bacitracine. 


TaBLeau J. 

eee ee See eee tes piece lds a Stages Ag 
ila aia, a ioe ere ES ees, 
: ape eae ei eaavetheuse : Streptomyces ambofaciens 
adr ie Gane eee | Sereptonyces haleteaii | 
ge LS Or ee ea SR aes 
pe larct cornet ee oarep: Os tke S(utccgroayaes:spharctien)) a” 
! ( cardelmycine 5 PC Tote Een We Wee ! 
Cae eek eine Streptomyces Gt =a! 
ieee — Streptomyces orientalis 
! ! 


(**) Nous remercions les laboratoires Lilly pour la vanecomycine quiils ont bien 
voulu mettre 4 notre disposition. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 juillet 1957. 
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TaBLeAu II. 
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TasBieau II. 
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2° L’augmentation croissante de souches polyrésistantes. 

Ces données nous aménent a étudier dans la deuxiéme partie 
de ce travail l’action bactériostatique et bactéricide d’antibiotiques 
plus récents comparée a celle des antibiotiques usuels. 

Voici les antibiotiques dont nous envisagerons l’action compa- 
rativement (tableau I). 


A. Bactériostase. — Cette étude comparative porte sur 54 souches 
appartenant a des antibiotypes différents. Le tableau Il résume 
l’ensemble des concentrations minima inhibitrices obtenues. 

Ce tableau met en évidence les faits suivants : 

a) Une résistance croisée systématique entre l’érythromycine, la 
spiramycine et l’oléandomycine. Ces faits different de ceux que 
nous [25] avons observés pour les staphylocoques résistants a l’éry- 
thromycine et dont certaines souches sont encore sensibles 
a Voléandomycine. 

b) Il n’y a pas de résistance croisée systématique entre la magna- 
mycine et les trois antibiotiques précités. Sur 24 souches résis- 
tantes a l’érythromycine, il n’y en a que 12 qui résistent a !a 
magnamycine. 

c) Les C.M.I. les plus faibles trouvées sont celles obtenues 
avec l’érythromycine, 4 savoir: 0,05 pg/ml. Pour les souches 
sensibles, les taux inhibiteurs de spiramycine, de magnamycine 
et Poléandomycine sont fréquemment du méme ordre. 

d) Les taux de pénicilline nécessaires pour la bactériostase de 
ces souches a antibiotypes différents sont compris dans un inter- 
valle trés restreint: 1 a@ 5 U. 

e) Les taux bactériostatiques de vancomycine sont assez cons- 
tants et le plus souvent de 1 et 2 pg/ml. 

f) Les C. M. I. de novobiocine peuvent étre trés faibles : 3 de 
nos souches sont inhibées par 1 pg/ml et 2 par 5 pg/ml. Mais la 
majorité des souches ne sont sensibles qu’a 10 4 20 pg/ml. 

g) Pour les souches étudiées, un fort accroissement des taux 
inhibiteurs de chloramphénicol, de tétracycline ou d’érythro- 
mycine n’entraine pas une augmentation paralléle des C. M. I. 
de pénicilline et de vancomycine. 

Notons a ce sujet que sur 17 souches sensibles seulement au 
chloramphénicol 1 seule résiste a l’érythromycine, a la spira- 
mycine et 4 l’oléandomycine, mais sur 28 souches résistantes aux 
6 antibiotiques usuels, 19 résistent aux 8 antibiotiques. Pour 
6 souches sensibles aux tétracyclines et résistantes a la pénicil- 
line, 4 la streptomycine et au chloramphénicol, 4 résistent Aa la 
spiramycine et a l’oléandomycine. 

h) Les C.M.TI. d’oléandomycine des 29 souches sensibles sont 
comprises pour la plupart entre 0,2 et 1 ug/ml, taux facilement 
atteints dans le sang comme |’ont montré Bernstein et Piller [26]. 
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Ces auteurs ont affirmé que cet antibiotique était plus actif sur 
les infections 4 entérocoques que la pénicilline, l’érythromycine 
et la carbomycine ou magnamycine, mais qu’il était cependant 
moins efficace que la terramycine. 


B. Action bactéricide. — On sait que pour ces germes |’étude 
du pouvoir bactériostatique est trés insuffisante. La recherche 
du pouvoir bactéricide des antibiotiques revét ici une importance 
capitale. En effet, la sensibilité par la méthode des disques 
a diverses concentrations (disques Difco) nous a montré combien 
la population bactérienne des diverses souches d’entérocoques 
était hétérogéne et la variabilité du nombre des survivants, ce 
qui explique en clinique une sélection des germes résistants au 
cours des diverses thérapeutiques. 

Aprés des contacts de dix-huit 4 quatre-vingt-douze heures en 
milieu liquide, nous avons repiqué sur gélose au sang 0,05 ml 
des tubes ot il n’y avait pas de croissance apparente. Aprés qua- 
rante-huit heures de séjour a |’étuve 4 37° nous avons examiné 
les milieux. 

Voici les résultats pour 20 souches récemment isolées de pro- 
duits pathologiques (tableau III). 

Ce tableau montre que : 


a) Il n’y a pas un trés grand écart entre les taux bactériosta- 
tiques et bactéricides de pénicilline, d’ou l’intérét non négligeable 
de cet antibiotique. 

Signalons que Eagle {27, 28] et Jawetz [4] et leurs collabora- 
teurs ont observé un phénoméne de zone. On peut observer une 
bactéricidie totale pour une certaine concentration de pénicilline, 
alors que pour des taux plus faibles et plus élevés cet anti- 
biotique permet la survie de nombreux entérocoques. Ceci améne 
& penser que la dose stérilisante de ces germes est un hasard et 
qu’elle est comprise dans une zone étroite. A cdté des succes 
enregistrés par la pénicillinothérapie a forte dose dans des cas 
de seplicémie avec ou sans endocardite, des échecs ou des rechutes 
ont amené plusieurs auteurs a étudier des associations diverses. 
Griin [29] arriva 4 une légére amélioration de la pénicilline en lui 
associant un sel de la 4-amino-méthylbenzolsulfonamide avec !a 
sulfathiourée. Harvier [30], Jawetz [4, 34], Gunnison [82], Robbins 
et Tompsett [33], Cates [34], Martin [85], Siguier [86], Morin [87], 
Pilkington [88] et leurs collaborateurs, etc., ont montré Vintérét 
d’associer la streptomycine a la pénicilline et la plupart d’entre 
eux ont traité avec succés des endocardiles a entérocoques 4 l’aide 
de cette association. Dans un cas d’endocardite a entérocoques, 
guérie par cette association, nous avons observé qu’une souche 
poussant encore en présence de 20 pg de streptomycine et néces- 
sitant 1 U/ml de pénicilline comme C.M.I., était inhibée par 


TasLeau III. 
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cyclines sont peu bactéricides et les taux nécessaires sont le plus 
souvent impossibles a atteindre dans le sang. Friedberg [40] 
a fait part, en 1950, des rechutes qu’il a observées aprés cing 
a huit semaines de traitement avec une dose quotidienne de 
3a 4 g d’auréomycine et dés la premiére semaine qui suit l’arrét 
du traitement. Récemment, Hell [44] a abouti a la conclusion que 
les tétracyclines et le chloramphénicol utilisés seuls ne devaient 
pas étre utilisés pour le traitement des endocardites. Mais 
Pilkington et ses collaborateurs [38] ont observé dans 17 cas 
sur 18 un effet synergique entre le chloramphénicol et la strepto- 
mycine. Dans leur étude sur les infections du tractus urinaire, 
Gould et collaborateurs [39] ont noté une action nette sur les 
entérocoques en utilisant cette association. Sur 72 cas d’infections 
urinaires a entérocoques, traités uniquement par le chloramphé- 
nicol Raabe et Albrecht [4] ont obtenu une guérison bactériologique 
(urine stérile) dans 59 cas. Sept fois ces auteurs ont nolé une 
nette amélioration avec présence de rares entérocoques dans les 
urines. Les 6 échecs correspondaient aux malades chez qui les 
germes isolés des urines n’étaient que moyennement sensibles 
a cet antibiotique. 

c) Le rapport Oe trés variable pour les souches sen- 

QO stase 

sibles a l’érythromycine et le plus souvent les taux bactéricides 
ne sont pas atteints dans le sang. Waisbren [42] rapporte cepen- 
dant Vintérét de la combinaison érythromycine-chlortétracycline- 
streptomycine dans le traitement des endocardites a entérocoques 
ot! la combinaison pénicilline-streptomycine a échoué. L’action 
de cette triple association est attribuée a une potentialisation des 
actions bactériostatiques et un effet additif du pouvoir bactéricide 
des trois antibiotiques. Nous avons noté dans un cas d’infection 
du tractus urinaire 4 entérocoques une nette synergie en asso- 
ciant la pénicilline et l’érythromycine. La souche nécessitait 3 U 
de pénicilline/em® et 1,2 pg/ml d’érythromycine pour étre inhibée. 
Le méme résultat était obtenu par association suivante : péni- 
cilline, 0,04 U et érythromycine, 0,5 ug/ml. Notons d’ailleurs 
que les taux d’excrétion urinaire d’érythromycine sont trés 
élevés, de huit A seize fois supérieurs 4 la concentration sanguine 
et davantage (jusqu’é mille a deux mille fois plus), comme I’ont 
montré Tunevall et Hedenius [43] qui atteignent fréquemment les 
taux nécessaires a la bactéricidie des germes. De bons résultats 
dans le traitement des infections a entérocoques du_ tractus 
urinaire ont été obtenus par Pulaski [44] et Mouratoff [45] et leurs 
collaborateurs. Ce dernier a obtenu, sur 9 infections génito- 
urinaires, 6 succés cliniques et bactériologiques, 2 améliorations 
cliniques et 1 seul échec. Par ailleurs, Cathala et ses collabora- 
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teurs [46] ont rapporté des gastro-entérites graves 4 entérocoques, 
secondaires a l’antibiothérapie et traitées efficacement par l’éry- 
thromy cine. Dans les cholécystites A entérocoques cet antibiotique 
s'avere également particuli¢érement intéressant du fait de ses 
concentrations élevées dans la bile. 

d) L’action bactéricide de la spiramycine est variable selon les 
souches, mais souvent faible. Signalons que Darbon et Gros- 
nier [47] ont rapporté la guérison par cet antibiotique d’une endo- 
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cardite a entérocoques confirmée par plusieurs hémocultures, 
chez un homme de 27 ans, précédemment porteur d’une insuffi- 
sance aortique. Ravina et Pestel [48] ont traité avec succés avec 
cet antibiotique administré 4 la dose quotidienne de 8 g puis 
de 4 g une endocardite a entérocoques survenue chez une femme 
de 42 ans, ancienne mitrale. L’antibiotique fut trés bien toléré 
(dose totale : 125 g). 

e) Le pouvoir bactéricide de la magnamycine sur l’entérocoque 
est faible. Signalons cependant que ‘Trafton et collabora- 
teurs [49] ont obtenu de bons résultats dans 8 cas d’infections 
des voles urinaires avec des concentrations relativement faibles. 
De méme Finn et Kane [50] ont utilisé la magnamycine dans 
8 cas d’infections des voies urinaires 4 entérocoques. Les malades 
guérirent rapidement, la stérilité bactériologique des urines ayaat 
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élé obtenue en trois jours. Par ailleurs, Tanner et ses collabo- 
rateurs [54] avaient insisté en 1952 sur l’action particuliérement 
prononcée de la magnamycine sur les diverses souches d’enté- 
rocoques. 


f) Les taux bactéricides d’oléandomycine sont souvent plus de 
cent fois plus élevés que les taux bactériostatiques. Cependant, 
Shildlovsky et collaborateurs [52] ont montré récemment que 
loléandomycine a la dose de 2 ¢ par jour réduit considérable- 
ment le nombre de germes Gram positifs de l’intestin et en parti- 
culier les entérocoques. Cet auteur préconise parmi les théra- 
peutiques utilisables Vassociation oléandomycine-néomycine pour 
l’antisepsie intestinale. Nous avons recherché Il’action bactério- 
statique et bactéricide d’une association connue sous le nom de 
« sigmamycine », composée de tétracycline (2 parties) et d’oléan- 
domycine (1 partie). Nos résullats sont rapportés dans le 
tableau IV. 

Ce tableau montre pour ces deux antibiotiques une forte 
synergie avec potentialisation pour la bactériostase, mais a part 
deux cas la bactéricidie de cette association reste relativement 
faible. 


g) En ce qui concerne la novobiocine, les taux bactéricides ne 
sont souvent que de deux a trois fois plus élevés que les taux 
bactériostatiques. Mais ces derniers, quoique atteints dans Je 
sang, sont fréquemment de 10 a 20 pg/ml. Signalons que dans 
6 infections du tractus urinaire a entérocoques, Trafton ct 
Lind [53] ont obtenu avec la novobiocine 2 guérisons dans le cas 
de 2 souches trés sensibles (0,78 et 1,56 pg/ml) et 4 améliorations 
cliniques avec diminution de la pyurie pour des souches moins 
sensibles (25, 12,5, 12,5, 12,5, 12,5 pg/ml). Notons 4 ce sujet que 
ces auteurs ont trouvé dans 4 cas des concentrations urinaires 
et sanguines du méme ordre de grandeur et n’ont pas dépassé 
50 wg/ml d’urine. Ceci montre bien la nécessité de concentrations 
bactéricides. 

Enfin, Dimmling et Knothe [54] signalent de bons résultats 
dans un cas d’infection des voies biliaires, un empyéme 4 enté- 
rocoques, staphylocoque et colibacille, et dans des cystites 
i entérocoques. Cet auteur a trouvé 78,8 p. 100 des souches 
étudiées (81) sensibles & des concentrations comprises entre 0,78 
et 6,25 pg/ml. 

h) L’étude de l’action de Ja vancomycine dans les conditions 
de nos expériences nous a montré que dans 7 cas sur 13 les 
concentrations bactéricides et bactériostatiques sont égales ou 
voisines. Dans 6 cas la bactéricidie totale nécessite de fortes 
concentrations de cet antibiotique, ce qui met bien en évidence 
Vhétérogénéité des souches d’entérocoques. Geraci et ses colla- 
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borateurs [55] ont rapporté son action sur la flore fécale ; ils ont 
nolé une forte diminution ou une suppression des entérocoques. 
Voici ce que nous avons observé en associant pour deux souches 
la pénicilline et la vancomycine (tableau V). 
Il y a effet additif dans la bactériostase, mais non dans Ja bac- 
téricidie. 
TABLEAU V. 


saree foe relups  \vANcomvciNE ee seca 
OMY CINE La 
PENICILLINE| VANCOMYC:/ saeineue scawrieacd 


CONCLUSION. 


Il résulte de cette étude, et dans nos condilions expérimentales, 
les faits suivants : 

a) Un net accroissement du pourcentage de résistance & chacun 
des antibioliques usuels envisagé séparément. Cependant, d’aprés 
les diverses statistiques, le pourcentage le plus élevé de souches 
sensibles correspond toujours au chloramphénicol. Les fortes 
concentrations de pénicilline indispensables pour la bactériostase 
des souches contrastent avec celles nécessaires pour les strepto- 
coques du groupe A. 

b) Une relative fréquence (31,8 p. 100) des souches isolées en 
1957, résistantes aux six antibiotiques usuels, a savoir : pénicil- 
line, streptomycine, chloramphénicol et tétracyclines. 

Par ailleurs, nous avons trouvé, en 1957, 17,6 p. 100 de 
souches qui résistent 4 ces 6 antibiotiques, a l’érythromycine et 
a la spiramycine. 

c) ll y a une résistance croisée systématique entre |’érythro- 
mycine, la spiramycine et l’oléandomycine. Sur 24 souches qui 
résistent a cette triade d’antibiotiques, 12 sont encore sensibles 
i la magnamycine, Parmi les souches que nous avons testées, peu 
sont trés sensibles a la novobiocine. Les C. M. I. de vancomy- 
cine sont assez constantes et en général de l’ordre de 1 a 2 pg/ml. 

d) Pour la plupart des souches les taux nécessaires pour 
obtenir une bactéricidie totale sont souvent élevés. L’intervalle 
entre la bactériostase et la bactéricidie des souches est le moins 
variable et souvent le plus faible pour la pénicilline et A un 
moindre degré pour la vancomycine. 

e) L’intérét et les possibilités des antibiotiques utilisés seuls 
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tels que le chloramphénicol, l’érythromycine, la magnamycine ct 
l’élargissement du champ d'action, grace aux antibiotiques plus 
récents, dans les infections urinaires, elc., mais l’insuffisance de 
chacun de ces antibiotiques dans le traitement des formes septi- 
cémiques telles que des endocardites. Dans ces cas, des associa- 
tions présentant de fortes potentialisations telles que pénicilline- 
streptomycine, ou érythromycine-chlortétracycline-streptomycine, 
ont permis 4 de nombreux auteurs d’obtenir des succes thérapeu- 
liques. Mais il ne faut pas perdre de vue que les doses massives 
de pénicilline nécessaires, méme dans ces associations, peuvent 
provoquer des réactions toxiques ou des phénoménes de sensibi- 
lisation. 

Du point de vue de la thérapeutique locale, et en particulier 
dans la préparation preé- opératoire pour la chirurgie intestinale, la 
framycétine et la néomycine seules ou associées A d’autres anti- 
biotiques sont appelées a rendre de grands services. 

Cette étude met enfin en évidence : 


1° La nécessité d’une liaison étroite entre Je laboratoire et la 
clinique afin de mettre au point une antibiothérapie aussi adéquate 
que possible dans des infections qui restent souvent difficiles 
a traiter, exposant 4 de nombreuses rechutes. 

2° L’intérét dune thérapeutique 4 plus fort pouvoir bactéricide 


SUMMARY 


STUDIES ON THE EVOLUTION OF RESISTANCE OF ENTEROCOCCUS 
TO USUAL ANTIBIOTICS FROM 1950 To 1956. 

In vitro COMPARATIVE ACTIVITY OF MAGNAMYCIN, SPIRAMYCIN, 
NOVOBIOCIN, OLEANDOMYCIN AND VANCOMYCIN. 


In the authors’ experimental conditions, the following data have 
heen obtained. 

a) A marked increase of the percentage of resistance to each 
usual antibiotic utilized alone. However, all the statistics show 
that the greatest proportion of strains remain sensitive to chlor- 
amphenicol. The high concentrations of penicillin required for 
bacteriostasis contrast with the concentrations aclive on group A 
streptococci. 

b) A relative frequency (31,8 °/,) of the strains isolated in 1957, 
resisting to the six usual antibiotics: penicillin, streptomycin, 
chloramphenicol and tetracyclins. 

Besides, the authors found in 1957, 17,6 °, of the strains resis- 
ting to these six antibiotics and to erythromycin and spiramycin. 

c) There exists a crossed resistance between erythromycin, 
spiramycin and oleandomycin. Out of 24 strains which are 
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resistant to these three antibiotics, 12 remain sensitive to magna- 
mycin. Among the strains studied, very few are very sensitive 
tc novobiocin. The minimal inhibitory concentration of vanco- 
mycin is rather constant and in general of about 1 to 2 ug/ml. 

d) With most of these strains, the levels required for bacte- 
ricidy are often high. It is for penicillin and to a lesser degree 
for vancomycin that the difference between the bacteriostatic and 
the bactericidal concentration is the less variable. 

e) The observations prove the interest and the possibilities ol 
antibiotics such as chloramphenicol, erythromycin and magna- 
mycin used alone. They also show the possibility of treatment of 
urinary diseases by the more recent antibiotics. But all these 
antibiotics are deprived of any activity in the treatment of septi- 
caemic diseases, such as endocarditis. In these cases, some very 
synergistic associations such as penicillin-streptomycin, or erythro- 
mycin-chloramphenicol-streptomycin, have sometimes allowed a 
therapeutical success. But the massive doses of penicillin which 
are required in these associations may provoke toxic reactions and 
sensibilisation phenomena. 

As for local treatment and particularly pre-operative treatment 
in intestinal surgery, framycetin and neomycin alone or associated 
with other antibiotics may be very useful. 
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LE ROLE DES IONS SODIUM (*‘Xa) 
AU COURS DE LA FIXATION DU BACTERIOPHAGE 
SUR LES BACTERIES 


par A. GUELIN et P. LEPINE (*). 


(institut Pasteur, Service du Bactériophage 
et Service des Virus) 


Le processus de la bactériophagie, dans une culture infectéc 
par le bactériophage, dépend pour une large part de la fixation 
des corpuscules-phages sur les bactéries. L’étude de cette fixation 
présente un intérét d’autant plus grand que le phénoméne général 
d’adsorption sur la surface cellulaire est fréquent en biologie et 
en médecine. 

On sait depuis Costa Cruz (1923), et Lisbonne et Carrére (1923), 
que la fixation de certains bactériophages sur les bactéries n’a 
pas leu en eau distillée ; la présence d’électrolytes, de chlorure 
de sodium par exemple, est indispensable. Ce fait a été confirmé 
par de nombreux auteurs. 

La quantité de chlorure de sodium nécessaire pour une fixation 
maxima des corpuscules varie d’un phage a l’autre et semble, 
dans certains cas, étre en rapport avec leurs dimensions : plus 
ile bactériophage est grand, moins il lui faut d’électrolytes (Guelin, 
1945 ; Guelin et Lépine, 1957). Ce fait ne surprend pas si l'on 
admet que des forces électrostatiques interviennent lors de 
Vadsorption des corpuscules-phages sur les bactéries et que toute 
la réaction est soumise aux lois des systémes colloidaux (Angerer, 
1924 ; d’Hérelle, 1924 ; Puck et Tolmach, 1954 ; Beumer, Beumer- 
Jochmans et Dirkx, 1957). Dans le cas d’un petit bactériophage, 
la surface du corpuscule est démesurément grande par rapport 
& son volume. Est-ce l’importance de cette surface qui rend 
nécessaire la présence d’une quantité plus élevée d’électrolytes 
au cours de la fixation d’un petit bactériophage ? C’est a la phase 
de diffusion corpusculaire qu’interviendraient alors les ions 
sodium, mais leur participation au processus méme de la fixation 
n’est pas exclue. 

(*) Manuscrit recu le 30 juillet 1957. 


/ 
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Il était donc, de ce point de vue, intéressant de vechercher la 
présence de sodium dans le complexe phage-bactérie formé apres 
la fixation. Nous avons effectué cette recherche, en utilisant le 
sodium radioactif (NaCl). 


MATERIEL ET METHODES. 


Nous avons ulilisé les deux bactériophages coli-dysentériques 
S13 et C16, de 20 et 60 mp respectivement (Lépine, 1945), et les 
bactéries de Shigella paradysenteriae Y6R, chauffées. 

Afin de ne pas introduire d’électrolytes avec les filtrats bacté- 
riophagiques, on prépare ceux-ci 4 un titre élevé en eau peptoneée 
a 8 p. 100 et on les dilue avec de l’eau distillée. 

Les bactéries, aprés dix-huit heures de croissance en boites de 
Petri sur une couche de gélose a 2,5 p. 100, sont mises en 
suspension dans 10 cm’ d’eau salée 4 4 p. 100 (par boite). La 
suspension bactérienne est ensuite chauffée une heure 4 58° C et 
lavée trois fois avec de l’eau distillée. Le dernier culot est repris 
avec peu d’eau, de fagon a avoir une suspension plus concentrée 
(1.10” bactéries/em® environ). 

La solution de chlorure de sodium radioactif 5 M (dont l’acti- 
vité est de l’ordre de 2 millicuries/cm*) est préparée au moment 
de l’expérience, six heures aprés l’extraction du radioélément de 
la pile. 

On utilise 0,15 cm’ de solution de “NaCl 5 M pour 10 cm? d’eau 
dans le cas du grand bactériophage C16, et 3 cm*/10 cm? dans 
celui du petit phage S13. Les bactéries sont introduites dans ces 
deux solutions 4 raison de 3.10° bactéries/em*. On les maintient 
en contact avec le sel pendant trente minutes a 58° C. Les deux 
suspensions bactériennes sont ensuite divisées en deux parts de 
5 cm’ chacune. Dans lune d’elles on introduit l’un des bactério- 
phages ; l’autre ne recoit pas de phage et sert de témoin. La 
concentration des phages est de 300000 corpuscules/cm’, et on 
laisse la fixation s’effectuer pendant une heure A 37°C. Les 
bactériophages sont alors titrés. La fixation est de 99 p. 100 
pour le bactériophage C16 et de 98 p. 100 pour le phage S13. 

Les quatre suspensions bactériennes (deux d’entre elles conte- 
nant, l'une le grand, Vautre le petit phage, les deux autres 
servant de témoins) sont ensuite lavées cing fois pour éliminer 
le chlorure de sodium libre. ‘La radioactivité des eaux surna- 
geantes est mesurée. Les lavages sont faits dans des tubes 
a centrifuger cylindriques contenant 30 cm? d’eau distillée fermés 
par des couvercles vissés sur la partie la plus étroite des tubes. 
A chaque lavage, on change les tubes. Il est indispensable d’intro- 
duire une quantité d’eau de lavage suffisante pour qu’elle remonte 
largement dans la partie supérieure étroite du tube. Pour rejeter 
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cette eau aprés la centrifugation, on renverse le tube d’un mou- 
vement brusque et on le maintient dans une position verticale ; 
la partie inférieure du tube est épongée avec du papier filtre. 
Ces précautions permettent de conserver la plus grande partie 
des bactéries au cours du lavage, qui représente le moment le 
plus délicat de l’expérience. 

Aprés le cinquiéme lavage, les quatre culots bactériens sont 
repris avec 5 cm* d’eau chacun. Leur opacité est comparée au 
néphélométre et ramenée a une méme densité par addition de 
quelques gouttes d’eau. Nous avons maintenant partout 2.10° bac- 
téries/em® environ. Chacune des quatre suspensions bactériennes 
est répartie dans quatre coupelles d’aluminium (1 cm’ par cou- 
pelle), desséchée, et sa radioactivité est mesurée. 

La moyenne de la radioactivité de chaque suspension bacté- 
rienne + bactériophage (mesurée dans les quatre coupelles) est 
comparée a l’activité de la suspension témoin sans bactériophage. 
La détermination, dans une telle suspension, de activité de l’eau 
seule, permettrait d’avoir des données plus précises sur la radio- 
activité du dépot bactérien ; mais. cette détermination est impos- 
sible du fait qu’aprés chaque centrifugation l’eau contient toujours 
un certain nombre de bactéries qui la rendent plus radioactive. 

Les coupelles sont préparées a Vavance, a partir d’une feuille 
d’aluminium laminé de 0,05 mm d’épaisseur. Les rondelles d’alu- 
minium sont découpées et moulées a l'aide de deux appareils 
construits par l’alelier de précision de l'Institut Pasteur. Ces 
derniers sont une copie de modéles concus et utilisés par 
M. Bonét-Maury a l’Inshtut du Radium. L’emploi de coupelles 
en aluminium supprime le lavage de ces coupelles, car, de pré- 
paration facile et peu cotiteuse, elles peuvent étre jetées chaque 
fois. 

RisuLrats. 


La radioactivité des bactéries ayant fixé le bactériophage en 
présence de sodium radioactif n’est pas plus grande que celle 
des bactéries sans phage (tableau I: résultats d’une de nos 
quatorze expériences). Elle est & peu prés égale dans les deux 
cas et s’explique par l’adsorption d’éléments radioactifs a la 
surface des cellules bactériennes. Ce fait a déja été signalé par 
Bonét-Maury et Deysine (1953) dans leurs recherches avec !e 
radiophosphore. Ces auteurs précisent que le taux d’adsorption 
dépend de la concentration initiale de radioélément. Ce fait est 
confirmé par les résultats de nos expériences, car les bactéries 
traitées avec 3 cm’ de *NaCl 5M _ sont plus radioactives que 
celles traitées avec une quantité vingt fois moindre. 

Dans nos expériences, méme avec le petit phage S13, dont la 
fixation nécessite beaucoup d’électrolytes, l’activité des bactéries 
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Tapteau I. —- Radioactivité des bactéries avec et sans bactériophage 
fixé. 


Radioactivité} Radioactivité (en coups/minute} des quatre suspensions 
24NaCl SM Phage Bactéries du bactériennes distribuées en quatre coupelles chacune. 
par !Omt | 3.10°/mi | par mi | Surnageant en fe 2¢ 3£ 4¢ Moyenne de la 
coups/minute} coupelle | coupelle | coupelle | coupelle | radioactivité 
Cette 


Expérience| 0,15 ml |Cjg-6Omp| 3.109 16 19 19 


Témoin 0,15 mi 3.109 16 23 21 


Expérience| 3,0 mi 3.109 31 100 


Témoin 3,0 mi 3.109 35 


On voit que la radioactivité des bactéries ayant fixé le bactériophage en présence 

de sodium radioactif n’est pas plus grande que celle des bactéries sans phage. 

L’eau surnageante contient toujours un certain nombre de _ bactéries non 

sédimentées au cours de la centrifugation, Ces derniéres rendent Jleau plus 
radioactive qu'elle ne lest en réalité. 


n’est pas augmentée du fait d’avoir fixé plus d’un million de 
corpuscules. Le complexe phage-bactérie ne comporte pas de 
sodium et celui-ci ne semble donc pas participer au processus 
intime de la fixation. En supposant méme que cette participation 
existe mais qu’elle ne soit pas décelable par les moyens actuels, 
elle serait d’un ordre extrémement faible, qui ne correspondrait 
pas aux exigences ¢élevées en électrolytes d’un bactériophage de 
petite taille. 

Tout semble donc indiquer que les ions sodium interviennent 
surtout a la phase de diffusion des corpuscules, avant leur fixation 
sur les bactéries. 


CONCLUSION. 


L’absence d’ions sodium (*NaCl) dans le complexe phage- 
bactérie formé aprés la fixation des corpuscules sur la bactérie 
exclut la participation de ces ions au processus intime de la 
fixation. 

Il est permis de supposer que l’action du sodium s’exerce 
principalement 4 la phase de diffusion corpusculaire, étant donné 
qu'un petit bactériophage, dont Ja surface par rapport au volume 
est considérable, nécessite une plus grande quantité d’électrolytes 
pour sa fixation. 


SUMMARY 


Rote or Na rons (Na™) IN THE COURSE OF THE FIXATION 
OF BACTERIOPHAGE ON THE BACTERIAL CELL. 


The absence of Na ions (Na™Cl) in the complexe phage-bac- 
terium (formed after phage fixation on the bacterial wall) does 


not allow to think that these ions are involved in the fixation 
process. 
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The experiments suggest that Na is particularly active during 
the diffusion phage ae the corpuscles. If there were an activity 
of the Na ions too slight to be demonstrated by present techniques, 
this activity would not agree with the high electrolytes concen- 
trations required for the fixation of the smaller phages. 


* 
xx 


Nous voudrions exprimer ici nos vifs remerciements 4 M"° Dey- 
sine, de l'Institut du Radium, pour les conseils et les indications 
donnés au cours de-ce travail. 
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RECHERCHES 
SUR LES BACTERIES LYSOGENES DEFECTIVES 


ii) — LES TYPES PHYSIOLOGIQUES 
LIES AUX MUTATIONS DU PROPHAGE. 


par Francois JACOB, Clarence R. FUERST (*) 
et Elie L. WOLLMAN (**). 


(Institut Pasteur, Service de Physiologie microbienne) 


On peut démontrer que l’incapacité des souches lysogénes 
défectives 4 produire du bactériophage est la conséquence de 
mutations du prophage [4, 2]. Ces mutations inhibent ou altérent 
l'un des processus nécessaires 4 la biosynthése du phage. C’est 
ainsi que dans la souche P14, précédemment décrite [2], la lésion 
génétique du prophage parait empécher l'une des réactions inter- 
venant dans la morphogenése, c’est-a-dire l’assemblage en par- 
ticules infectieuses des divers éléments phagiques synthétisés au 
cours de la période latente. Il y a tout lieu de penser qu’il existe, 
le long du génome d’un bactériophage, un grand nombre de 
régions qui gouvernent des fonctions nécessaires 4 la production 
de particules infectieuses. Une mutation survenant 4 lun de ces 
loci se comporte comme une mutation lélale pour le phage, mais 
elle peut étre conservée tant que le matériel génétique du phage 
reste & l’état de prophage chez une souche défective. 

L’isolement de nombreuses souches défectives et leur étude 
systématique offrent un moyen d’étudier les processus qui inter- 
viennent au cours du développement du phage. En analysant 
chaque souche, tant du point de vue génétique que du point de 
vue physiologique, on peut tenter, d’une part d’établir une corré- 
lation entre la Iésion génétique du prophage et la perturbation 
apportée au développement du phage, et d’autre part de pré- 
ciser les différentes étapes de ce développement. 

Nous nous proposons d’étudier ici les proprictés de quelques 
souches lysogénes défectives. Dans une premiére partie seront 
décrites les méthodes permettant d’individualiser certains aspects 


(*) Boursier du National Research Council du Canada. Adresse 
actuelle : Ontario Cancer Institute, Toronto, Canada. 
(**) Manuscrit recu le 1° septembre 1957. 
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du développement du phage ainsi que les résultats obtenus par 
l'application de ces méthodes aux diverses souches défectives. 
Dans une seconde partie seront précisées les modifications 
apportées au développement du phage par chaque.type de lésion 
génétique. 


Matériel et technique. 


SoucuEes. — Les propriétés des bactéries lysogénes FE. coli K12(,) du 
phage 7, et de ses mutants ont déja été décrites [2, 3, 4]. 

Les souches défectives décrites dans ce mémoire ont été isolées a 
partir de souches lysogénes de K12(,). Les unes (P16, P17, P18, P19, 
P21, P22, P28, P30) proviennent de bactéries ayant survécu a de fortes 
doses de rayonnement ultraviolet, les autres (P32, P34) de bactéries 
ayant survécu & Ja désintégration de radiophosphore [5]. 

Toutes ces souches produisent peu de bactériophages. Aprés expo- 
sition des cultures 4 une dose de lumiére U. V. qui induit le dévelop- 
pement du phage dans la presque totalité des bactéries lysogénes nor- 
males, la fraction des bactéries défectives libérant du phage ne dépasse 
pas 10—* 4 10— (voir tableau I, colonne 1). Ces bactéries perpétuent 
cependant un prophage comme en témoigne leur immunité caracté- 
ristique (immunité a l’égard de 4+ et Ac, semsibilité a légard de }v). 


Minieux. — Les milieux utilisés pour l'étude du phage } et de ses 
mutants ont été décrits dans des mémoires précédents [2, 4]. 


EXTRAITS BACTERIENS. — Les extraits nécessaires 4 l’étude de certaines 
réactions ont été préparés en exposant des suspensions bactériennes 
pendant dix minutes aux vibrations soniques produites par un appa- 
reil du type « Raytheon ». 


I. METHODES D’ETUDE 
DES SOUCHES DEFECTIVES 


Le développement du phage, chez les bactéries lysogénes nor- 
males irradiées comme chez Jes bactéries sensibles infectées, se 
termine par la production de particules infectieuses et la lyse 
bactérienne. Chez les bactéries défectives, au contraire, lirra- 
diation n’entraine pas la formation de particules infectieuses. Si 
Von veut préciser la nature de la lésion qui, dans ces souches, 
empéche la formation de phages, il est nécessaire de disposer 
de méthodes permettant de distinguer et d’étudier séparément 
les divers processus intervenant dans la production de phage. 
kn appliquant ensuite ces méthodes aux souches défectives, on 
peut rechercher quels sont, parmi ces processus, ceux que ne 
peut effectuer une souche défective donnée. 

Dans celte premiere partie, nous examinerons divers aspects 
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de la biosynthése du phage qui sont accessibles 4 l’expérimenta- 
tion. Dans chaque cas seront décrits suecessivement les méthodes 
détude et les résultats obtenus avec diverses souches défectives. 


A. — La LYSE BACTERIENNE ET L’ ENDOLYSENE. 


1° Mirnopes D’itTupE. — Si l’on expose des bactéries lysogenes 
normales a une dose optimale de lumiére U. V., on constate que 
la croissance bactérienne se poursuit pendant quatre-vingts 
minutes environ. A ce moment débute la lyse qui se poursuit 
jusque vers la cent vingtiéme ou cent cinquantiéme minute. Les 
particules de phage apparaissent dans le milieu au début de Ja 
lyse et leur nombre augmente progressivement jusqu’a la fin. 

Les bactéries défectives soumises Aa une telle irradiation se 
comportent de fagon variable suivant la souche et l’on peut 
actuellement en distinguer trois types. 

1° Certaines souches (type P16) se lysent comme les bactéries 
lysogénes normales. Aprés irradiation, les bactéries poursuivent 
leur croissance pendant quatre-vingts minutes environ, puis elles 
se lysent, sans libérer de phage (fig. 1, courbe 1). 

2° Une autre souche (P30) présente aprés irradiation une 
croissance résiduelle identique a celle des bactéries lysogénes 
normales. Cependant, on n’observe pas de lyse aprés quatre- 
vingts minutes et la densité optique demeure inchangée pendant 
plusieurs heures (fig. 1, courbe 2). 

3° Chez d’autres souches (type P22), la croissance résiduelle 
se poursuit au-dela de la quatre-vingtiéme minute. La vitesse 
diminue progressivement et devient nulle aprés cent quatre-vingts 
ou deux cents minutes (fig. 1, courbe 3). 

L’hypothése la plus simple pour expliquer ces différences est 
que les souches défectives qui se lysent aprés irradiation, comme. 
les souches lysogénes normales, produisent une ou _ plusieurs 
substances dont la synthése ferait défaut chez les souches défec- 
tives qui ne se lysent pas. 

Le mécanisme de la lyse bactériophagique est encore mal 
connu. Depuis longtemps, on a recherché, dans les lysats bacté- 
riophagiques, la présence de substances capables de lyser des 
bactéries non infectées. Si de telles substances ont parfois pu 
etre mises en évidence dans les lysats de hactéries Gram-positi- 
tives [6, 7, 8], elles n’ont pu étre retrouvées dans les lysats de 
bactéries Gram-négatives. Chez ces derniéres, on a décrit des 
« lysines » qui exercent un effet lytique seulement sur les prépa- 
rations de bactéries préalablement inactivées par des traitements 
divers [9, 10, 44, 12]. Le role de ces substances dans les pro- 
cessus de la lyse bactériophagique n’a jusqu’ici pu étre démontré. 
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La différence entre bactéries Gram-positives et Gram-négatives 
se retrouve dans la sensibilité de ces organismes a I’égard 
d’autres agents lytiques. Pendant longtemps, on a cru que le 
lysozyme, par exemple, n’était actif que sur les bactéries Gram- 
positives. Récemment, le mode d’action du lysozyme a pu étre 
précisé [43, 44, 45]. En particulier, on a pu démontrer que, dans 
des conditions bien définies, cet enzyme est également capable 
de lyser des organismes Gram-négatifs (16, 17]. Ces données 
nouvelles conduisent & réexaminer l’hypothése d’une substance 
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Fic. 1. — Les différents types de réactions observées aprés induction des bacléries 

défectives. — Des suspensions de bactéries en voie de croissance sont exposées 

4 une dose optimale de Jumiére U. V., qui induit le développement du prophage 

dans l’ensemble d'une population lysogéne normale d’E, coli K12 (temps 0). Les 

suspensions sont ensuite agitées a 37°. En ordonnée, Ja densité optique; en 

abscissc, le temps en minutes. Courbe 1: souche P16; courbe 2: souche P30; 
courbe 3: souche P22. 


lytique formée au cours du développement du phage. Si la lyse 
des bactéries infectées par le phage est due a la formation d’une 
substance agissant « du dedans », celte substance pourrait 
exiger des conditions de milieu analogues a celles nécessaires au 
lysozyme pour agir « du dehors » sur les bactéries non infectées. 

En effet, des lysats obtenus par induction dE. coli K12(), 
puis débarrassés, par centrifugation, des particules infectieuses, 
provoquent la lyse de suspensions bactériennes de la méme 
espéce, préalablement traitées par le chloroforme ou le ver- 
séne [48]. 


L’activité lytique semble due 4 la présence, dans ces lysats, 
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d’une substance de nature vraisemblablement protéique et qul 
cera désignée sous le nom d’endolysine. Les propriétées de 
l’endolysine sont décrites dans un autre mémolre {48}. Tl suffit 
d’indiquer que l’activilé lytique n’est pas spécifique puisqu’elle 
s’exerce sur les souches d’E. coli qui n’adsorbent pas le phage > 
(souche B) ou méme sur d’autres espéces telles que H. influenzae. 
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Fic. 2. — Dosage de l’endolysine. — Des bactéries E. coli B en voie de croissance 


sont centrifugées, lavées et remises en suspension dans une solution 0,1 M de 
verséne (sel disodique de Vacide éthyléne diamine tétraacétique), & pH 8. Aprés 
cing minutes, les bactéries sont centrifugées, lavées et remises en suspension dans 
de Veau. Cette suspension est mélangée (temps 0) a parties égales avec différentes 
dilutions d’un lysat obtenu par induction de bactéries défectives P32. On mesure 
alors les variations de densité optique sur Jes mélanges maintenus A température 
ordinaire. En ordonnée, la densité optique ; en abscisse, le temps en minutes. 


Son action parait s’exercer sur l’un des composants de la paroi 
des bactéries trailées par le verséne, car en présence de sucrose 
~M les bactéries traitées par Vendolysine perdent leur forme 
caractéristique et se transforment en petites sphéres. Celles-ci, 
comme les protoplastes obtenus par action du lysozyme, sont 
trés sensibles aux variations de pression osmotique. L’endolysine 
peut étre dosée par des déterminations cinéliques de la lyse de 
préparations bactériennes standard (fig. 2). 
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Des substances analogues a cette endolysine ont été également 
mises en évidence dans les lysats formés par d’autres bactério- 
phages (T2, TS et 21). Elles sont vraisemblablement comparables 
aux lysines décrites par certains auteurs (9, 40, 14, 42). C’est 
l'étude des souches défectives qui permet de préciser le réle 
joué par l’endolysine dans les processus de lyse par le phage. 


2° RESULTATS OBTENUS AVEC LES SOUCHES DEFECTIVES. — Si 


lendolysine, mise en évidence dans les lysats de bactéries lyso- 
génes normales, intervient dans le mécanisme de la lyse par le 
phage, elle doit étre formée exclusivement par les souches défec- 
tives qui se lysent aprés induction. C’est bien ce que vérifient les 
expériences dont les résultats sont rapportés sur le tableau I 
(colonnes 4 et 5). L’activité endolytique existe en quantité nor- 
male dans les lysats de toutes les souches défectives qui se lysent. 


Tasteau J. — Propriétés des souches défectives étudiées. 
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* G = distribution clonale type Luria [49]; N = distribution normale analogue 
dX celle trouvée chez les bactéries lysogénes normales. ** Non recherché. Les 
détails concernant les différentes méthodes d’étude sont donnés dans le texte. 


Au contraire, on ne peut trouver trace d’aclivilé lytique dans les 
extrails des souches qui ne se lysent pas. Cependant, chez ces 
derniéres bactéries induites, puis surinfectées par du phage 4, 
la lyse survient normalement et l’on peut déceler dans les lysats 
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des quantités normales d’endolysine. Il parait peu douteux que 
la lyse bactérienne consécutive au développement du phage 2 soit 
liée a la formation d’endolysine. 


L’activité endolytique apparait entre la trenti¢me ct Ja quaran- 
tieme minute qui suit l’irradiation, c’est-a-dire au milieu de 
la période latente (fig. 3). L’addition de KCN ou de chloromycé- 
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Fic. 3. — Variations de lactivité endolytique au cours de la période latenie. — 
Une culture de bactéries défectives P32 est induite & temps 0 par le rayonne- 
ment U.V., puis agitée & 37°. A des temps variables, des échantillons sont 
refroidis dans l'eau glacée, puis soumis 4 l’action d’un « Raytheon » pendant 
dix minutes. L’activité endolytique est mesurée sur des suspensions d’£. coli B, 
préalablement traitées par du verséne, selon le processus décrit dans la légende 
de la figure 2. En outre, & un échantillon prélevé 4 quarante minutes, on ajoute 
de la chloromycétine (20 pg/ml). Cet échantillon est agité pendant quarante 
minutes 4a 37° et Vactivité endolytique est mesurée comme précédemment. En 
ordonnée, la densité optique des suspensions d’E. coli B mélangées aux extrails ; 
en abscisse, le temps en minutes. Les nombres représentent les temps auxquels 
ont été prélevés les échantillons. 


fine a la quarantiéme minute bloque presque instantanément 
augmentation de Vactivité (fig. 3). Bien que non décisif, ce 
résultat suggére que l’apparition de l’activité endolytique corres- 
pond a la synthése d’une protéine. L’éventualité d’une relation 


entre l’endolysine et certains constituants du phage sera discutée 
ultérieurement. 
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B. — Synruises LETALES DECLENCHISES PAR L’ IRRADIATION. 


1° Métnopes v’itupe. — La dose de lumiére ultraviolette 
nécessaire pour induire le développement du phage chez les hac- 
téries lysogénes est plus faible que celle requise pour abolir la 


DOSE D'U.V. EN SECONDES 


1 50 100 150 200 250 
| ] T | 
N 
/No 
Or a 
¢600 
0,01 a 
e 
0,001 ea 
4 
0,0001 ! j 
Fic. 4. — Courbes de survie des bactéries défectives. — Des cultures de différentes 


souches défectives sont exposées 4 des doses croissantes de lumitre U. V. Aprés 

chaque irradiation, un échantillon est prélevé et, aprés dilution, est étalé sur 

gélose, ce qui permet de dénombrer les bactéries encore capables de former 

une colonie. En ordonnée, sur une échelle logarithmique, la fraction des bactéries 

survivyantes ; en abscisse, la dose d’U. V. en secondes. On a représenté également 

les courbes de survie de deux souches témoins d’Z, coli K12: lysogéne normale 
Y10 ct non Jysogtne C600. 


capacilé 4 former une colonie chez les bactéries non lysogénes 
homologues [8]. La présence d’un prophage inductible confére 
aux bactéries qui le perpétuent une sensibilité accrue a l’égard 
des agents inducteurs. 

Chez les bactéries défectives, la mesure de Ja sensibilté au 
rayonnement ultraviolet permet de rechercher si Virradiation 
entraine ou non un processus létal pour Ja bactérice-hdte. Si, en 
effet, une souche défective est aussi sensible qu’une souche lvso- 
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distribution clonale de type Luria, et, d’autre part, une augmen- 
iation du RR en fonction du temps d’infection, analogue a celle 
observée chez les bactéries lysogénes normales. Chez les autres, 
au contraire, les productions individuelles qui sont de taille 
élevée, sont distribuées normalement, comme celles des bactéries 
lysogénes normales et le RR reste constant quel que soit le 
moment de la période latente ott les bactéries sont surinfectées. 
On observe une corrélation compléte entre les renseignements 
apportés par les deux méthodes. ‘L’examen des colonnes 3, 6 et 7 
du tableau I montre, en effet, qu’aucune des souches chez les- 
quelles les productions individuelles sont analogues a celles des 
bactéries lysogénes normales, ne présente d’augmentation du RR. 
Inversement, toutes les souches ott les productions individuelles 
sont réparties selon une distribution clonale présentent une aug- 
mentation du RR. La corrélation observée entre les résultats 
fournis par deux méthodes génétiques différentes (une mettant 
en jeu la mutabilité et l’autre la recombinaison) semble indiquer 
que c’est bien la multiplication végétative du génome que |’on 
révéle par ces deux méthodes. On peut conclure que, suivant la 
lésion du prophage, le génome est ou non capable de se multi- 
plier végétativernent aprés induction. 


D. — AnTIGENE BLOQUANT LE POUVOIR INHIBITEUR 
D'UN SERUM SPECIFIQUE. 


1° Mituopes v’itup—E. — La neutralisation du phage par un 
immunsérum semble étre due a l’inhibition, par les anticorps 
spécifiques, d’une protéine localisée dans la queue du phage ct 
intervenant dans les processus d’adsorption sur les bactéries sen- 
sibles. Chez les souches défectives induites, on peut déceler la 
présence de cet antigéne en mélangeant des quantités connues de 
lysat et d’immunsérum. L’existence d’antigéne dans le lysat a pour 
effet de diminuer la concentration des anticorps libres du sérum, 
et par la méme, son pouvoir neutralisant 4 l’égard d’une suspen- 
sion standard de phages témoins. Cette méthode permet d’évaluer, 
avec une précision suffisante, la quantité d’antigéne produit ainsi 
que sa répartition entre les particules sédimentables 4 une vitesse 
donnée et le surnageant [20, 2]. 

Chez les souches défectives qui ne se lysent pas aprés irradia- 
tion, lantigéne peut étre recherché dans les préparations obtenues 
en traitant les bactéries par un appareil du type Raytheon, ce 
qui n’altére pas les propriétés antigéniques de la protéine. 


2° RESULTATS OBTENUS AVEC LES SOUCHES DE£rEcTIvEs. — La pré- 

1 Ld BY 4 2 
sence d’antigéne bloquant a été systématiquement recherchée chez 
les souches défectives induites (voir tableau I, colonne 10). Ce 
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lest permet de distinguer deux types de souches suivant qu’elles 
produisent ou non de l’antigéne aprés induction. Dans la limite 
de précision entrainée par la méthode de dosage, il semble que, 
lorsque les souches défectives sont capables de former de |’anti- 
gene, elles en synthétisent des quantités équivalentes a celle 
trouvée chez les bactéries lysogénes normales. 


E. — MELANGE PHENOTYPIQUE. 


1° M&tHopes pv’iTupE. — Il est possible de déceler, chez les 
bactéries défectives induites, la présence de la substance expri- 
mant phénotypiquement la mutation h qui affecte le spectre 
dactivité de certains bactériophages. On sait que des bactéries, 
simultanément infectées par des mutants h et ht+ d’un méme 
phage, produisent non seulement des particules génotypiquement 
et phénotypiquement h ou ht+, mais aussi des particules de géno- 
type h et phénotype (ht), ainsi que des particules de type 
inverse [24]. L’existence de ce mélange phénotypique semble 
indiquer que le matériel génétique des particules h et celui des 
particules h+ induisent Pun et Vautre la synthése de substances 
spécifiques, vraisemblablement des protéines, qui sont ensuite 
mélangées (« pool »). Lors de la morphogenése des particules 
infectieuses, l’assemblage des éléments se ferait au hasard et une 
particule végélative de génotype h aurait autant de chances de 
s’adjoindre une substance de type (h) qu’une substance de 
type (ht). 

Un mutant h de 4 a ¢té récemment isolé [22]. Les deux types 
h et h+ forment des plages sur les bactéries sensibles C600, mais 
seul le mutant h forme des plages sur une certaine souche K12.63 
qui ne peut adsorber le type sauvage. Si des bactéries lysogénes 
normales K12(Ah+) sont induiles puis, aussit6t aprés V irradiation, 
infectées avec des mutants h, elles libérent les deux types h et ht. 
Cependant, le nombre de plages formées par ces particules sur 
un. mélange d’indicateur (C600 + K12.63 a parties égales) est 
plus élevé que celui formé par les mémes particules sur K12.63 
seul. Parmi les particules de génotype h, capables de former des 
plages sur la souche indicatrice K12.63, il existe done deux caté- 
gories : celles de phénotype (h) capables d’infecter directement 
12.68, et d’autres de phénotype (ht) qui ne peuvent infecter 
Kk12.63 qu’aprés un cycle de multiplication sur C600. Le rap- 
port de mélange phénotypique (RMP) « nombre de plages sur 
mélange d’indicateur/nombre de plages sur IKX12.63 » permet done 
d’estimer la proportion des deux types de substances présents au 
moment de la maturation. 

Si le mélange phénotypique est bien la conséquence d’une 
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association au hasard entre les différents composants du phage, 
on doit, par cette méthode, pouvoir évaluer la synthése de la 
substance (h+) au cours de la période latente. En effet, apres 
irradiation, le prophage de type sauvage doit induire la synthése 
de la substance homologue. Si l’on infecte tardivement, avec le 
mutant h, des bactéries préalablement induites, la synthése de 
la substance de type (h) sera en retard sur celle de type (A+). 
Le génome de type h aura donc plus de chance de s’adjoindre 
une substance (h+) qu’une substance de type (h) et, parmi les 


6 
RMP 
4 
2 
(Oy: 20 40 60 
Temps en minutes 
Fic. 5. — Variations du rapport de mélange phénotypique (R. M. P.), en fonction 
du temps de surinfection. — Une culture de bactéries lysogénes normales est , 


induite par le rayonnement U.V., puis agitée 4 37°. Des échantillons prélevés 
A temps variables sont infectés par un mutant Ahc, a raison d’environ 1 phage 
pour 5 bactéries. Aprés dix minutes d’adsorption, puis dix minutes d’action d’un 
sérum anti-A, les mélanges sont dilués en bouillon et maintenus deux heures 
a 37°. Des échantillons sont ensuite étalés sur gélose en présence, soit de bactéries 
indicatrices K12S,63 (qui n’adsorbent que les mutants h), soit d’un mélange 
& parties égales de bactéries K12S,63 et de C600 (qui adsorbent les types h ct 
h+). En ordonnée, le R.M.P. « nombre de plages formées sur mélanges 
G600 + K12S,63/nombre de plages formées sur la souche indicatrice K12S,63 » ; 
en abscisse, le temps d’infection en minutes €coulées depuis Jirradiation. 


particules de génotype h formées, Ja proportion des phéno- 
types (h+) augmentera. La variation du RMP, en fonction du 
temps d’infection par le mutant h, devrait done fournir une 
mesure de la synthése de la substance (h+) au cours de la période 
latente. 


Les résultats d’une telle expérience sont représentés sur la 


figure 5. On voit que, dans le cas des bactéries lysogénes nor- 
males, le RMP reste aux environs de 1,8 tant que linfection 
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a lieu pendant les vingt-cing a trente minutes qui suivent l’irra- 
diation. Puis le RMP s’éléve progressivement et atteint vers Ja 
cinquantiéme minute une valeur de 6 qui reste ensuite cons- 
tante. Pour une particule génotypiquement h, la probabilité de 
s’adjoindre une substance de type (h) passe donc de 1/1,8 a 1/6. 
Tout se passe comme si la synthése de la substance (h+) induite 
par le développement du prophage débutait vers la trenti¢me 
minute et augmentait progressivement. A la cinquantiéme minute, 
temps auquel débute Ja maturation, la bactérie contiendrait 
un petit nombre d’équivalents-phages de cette substance. Les 
synthéses ultérieures de substance (ht+) seraient compensées 
par la maturation, d’ot l’établissement d’une réserve constante 
(pool) de 5 4 6 équivalents-phages. Ce résultat obtenu par |’ana- 
lyse génétique est en complet accord avec les résultats apportés 
par l’étude cinétique de Vincorporation de *S dans les particules 
infectieuses de phage T2, donc par une technique enti¢rement 
différente [23]. 


2° R&sULTATS OBTENUS AVEC LES SOUCHES DEFECTIVES. — On peut, 
chez les bactéries défectives induites, rechercher la synthése de 
substance (ht+) en infectant les bactéries avec des particules du 
mutant h, immédiatement aprés Virradiation, ou quarante minutes 
plus tard. Les résultats de telles expériences sont représentés sur 
les colonnes 8 et 9 du tableau I. Selon les valeurs du RMP 
observées, on est conduit a distinguer trois types de souches 
défectives. 

1° Avec certaines souches (telle P16), le RMP, qui est de 1,8 
quand l’infection avec le mutant A a lieu aussitdt apres Virra- 
diation, passe a 4 ou 5 quand l’infection a lieu quarante-cing 
minutes plus tard. Ces souches se comportent done comme la 
souche lysogéne normale quant a la synthése de substance (h+). 
L’irradiation entraine ici une synthése normale de substance (ht). 

2° Pour d’autres souches (telle P32), le RMP est bien de 1,8 
quand lV infection a lieu 4 temps 0, mais i] reste voisin de cette 
valeur méme lorsque l’infection a leu tardivement. Chez ces 
souches, lirradiation seule n’est done pas suivie de synthése de 
substance (h+). Celle-ci n’est déclenchée que si Virradiation est 
suivie de surinfection. Tout se passe comme si le prophage 
défectif était incapable, soit d’effectuer lune des réactions néces- 
saires a la synthése de la substance (ht), soit de parvenir & une 
étape de son développement ow est déclenchée cette synthése. Le 
phage surinfectant effectuerait la réaction que ne peut accomplir 
le prophage et c’est seulement grace a cette assistance que le 
génome défectif pourrait parvenir 4 synthétiser la substance (h+). 

3° Avec une autre souche (P34), Je RMP ne dépasse jamais 1,1 
ou 1,2 quelle que soit la période de temps ¢coulée entre Virra- 
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diation inductrice et la surinfection. Ces souches sont done inca- 
pables de synthéliser la substance (ht). 


On voit ainsi que, grace a cette étude cinélique, il est possible 
de distinguer deux types de lésions affectant la synthése de la 
subslance (h+). Dans un premier type, la substance (h+) ne peut 
en aucun cas élre produite. Dans l'autre, elle peut étre produite, 
mais seulement lorsqu’une réaction est effectuée grace a |’assis- 
tance d’un autre génome introduit par infection. 

La synthése de l’antigéne bloquant et celle de la substance (h+) 
semblent étre indépendantes. Aprés irradiation, la souche P34 est, 
en effet, capable de synthétiser une quantité normale d’antigéne 
bloquant, mais non de produire du mélange phénotypique (voir 
tableau I, colonnes 8, 9 et 10). Il pourrait s’agir de deux compo- 
sants distincts du phage, comme le suggérait déja le fait que 
deux mutants h et h+ d’un méme phage présentent la méme 
sensibilité a l’action d’un sérum spécifique [24]. 


F. — La FrorRMATION DE PARTICULES DEFECTIVES. 


1° Métnopes p’“ruprE. — Comme le prouvent les résultats des 
expcriences décrites dans le paragraphe précédent, certains 
génomes défectifs ne peuvent assurer la synthése de la substance 
(h+) que grace aA l’assistance d’un autre phage introduit par 
surinfection. Il est possible qu’un phage surinfectant soit capable 
de suppléer a d’autres déficiences d’un génome défectif, et lui 
permette ainsi de poursuivre son développement. Cette assistance 
apportée par le génome surinfectant au génome défectif devrait 
avoir pour conséquence la production, non seulement de parti- 
cules infectieuses du type surinfectant, mais aussi de particules 
défectives contenant un génome de type prophage. De telles 
particules défectives ont été pour la premiére fois décelées par 
Appleyard [25] dans un lysat de bactéries défectives induites et 
surinfectées, grace 4 la capacité qu’ont ces particules de lyso- 
géniser des bactéries sensibles et de reformer ainsi des systémes 
défectifs. 

La recherche systématique des particules défectives présente 
quelques difficultés. On peut cependant Jes mettre en évidence 
par différentes méthodes. 


a) Effet létal sur les bactéries sensibles. — On peut rechercher 
si des particules défectives, c’est-a-dire incapables de former des 
plages, ne sont pas cependant capables de tuer des bactéries 
sensibles. On sait que l’enveloppe protéique des phages tempérés 
est dépourvue d’action létale sur les bactéries sensibles, contrai- 
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rement a celle du phage T2. Il est toutefois concevable que des 
particules défectives puissent s’adsorber sur les bactéries sen- 
sibles, y injecter leur génome et que celui-ci soit, du moins 
dans certains cas, encore capable de déclencher des synthéses 
létales pour la bactérie-hote. Nous avons vu précédemment que 
de telles synthéses Iétales paraissent étre induites par l’irradiation 
des bactéries défectives. Dans un lysat obtenu par induction de 
bactéries défectives, suivie de surinfection par un phage 2 normal, 
le nombre des particules capables de tuer des bactéries sensibles 
devrait étre plus élevé que celui des particules capables de former 
un centre infectieux. 


b) Lysogénisation. — Certaines des réactions qui interviennent 
dans les processus de lysogénisation différent des réactions néces- 
saires a la formation de particules infectieuses [26]. On peut donc 
concevoir l’existence d’un type de génome défectif, incapable de 
déclencher une phase végétative normale, mais capable cependant 
de lysogéniser des bactéries sensibles. Les bactéries ainsi lyso- 
génisées seront par définition défectives, mais leur présence pourra 
étre décelée par leur immunité caractéristique d’un prophage 4. 


2° RESULTATS OBTENUS AVEC LES SOUCHES DEFECTIVES. — Les deux 
méthodes précédentes ont été appliquées a des lysats obtenus par 
irradiation de bactéries défectives, suivie d’infection par du 
phage ac, incapable par lui-méme de lysogéniser. 


a) Effet létal, — Dans les quatre lysats défectifs étudiés, on 
trouve environ deux fois plus de particules capables de tuer des 
bactéries sensibles que de particules capables de former un centre 
infectieux (voir fig. 6). Aprés l’induction et la surinfection de 
ces bactéries défectives, il s’est donc formé un nombre de parti- 
cules défectives sensiblement égal 4 celui des particules infec- 
tieuses. Ces particules défectives sont capables de s’adsorber el 
d’injecter leur génome qui déclenche des synthéses létales. 


b) Lysogénisation. — En mélangeant des lysats et des suspen- 
sions de bactéries sensibles en proportions convenables, on peut 
obtenir des systémes lysogénes défectifs identiques aux bactéries 
défectives iniliales. On peut distinguer deux types de souches 
défectives selon que les particules défectives qu’elles produisent 
par surinfection sont ou non capables de lysogéniser en infection 
simple. 

En effet, & haute multiplicité (4 & 5 particules infectieuses de 
ae, et vraisemblablement un nombre équivalent de particules défec- 
tives, par bactérie sensible), les lysals étudiés produisent tous 
des systémes lysogénes défectifs avec une méme efficacité 
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(tableau III, colonnes 2 et 4). La proportion des bactéries lyso- 

s \ ? i = a 
céniscées est tout a fait comparable a celle que l’on observe dans 
les mémes conditions, avec un mélange de Ac et de at. A faible 


MULTIPLICITE D'INFECTION n 


1 2 ) 4 5 
1 
e@- Suspension de Ac 
O=Lysat de P!6 induit surinfecté par Xe 
A= wu PIS “ 
O: eJPZ2]e 4 
N, A= u P32 uw 
No 
0,1 
0,01 
Fic, 6. — Effet létal des particules défectives. — Des cultures de bactéries défec- 


tives sont induites, puis aussitét surinfectées a raison d’environ 1 Xe par bactérie. 
Les lysats sont ensuite centrifugés, puis stérilisés par du chloroforme et 1’on 
détermine leur teneur en particules infectieuses. Différentes dilutions de ces lysats 
sont ajoutées 4 des échantillons d’une suspension standard de bactéries sensibles 
C600 en SO,Mg, M/100. Aprés yuinze minutes 4 37°, on détermine la fraction 
des particules infecticuses adsorbées et la fraction des bactéries survivantes. En 
ordonnée, sur une échelle logarithmique, la fraction des bactéries survivantes. 
En abscisse, la multiplicité d’infection n calculée d’aprés le nombre de particules 
infectieuses adsorbées. La courbe n correspond a Ja courbe de survie théorique, 
calculée d’aprés une distribution de Poisson pour des bactéries ayant adsorbé en 
moyenne n particules. La courbe 2n correspond 4 Ja courbe de survie théorique 
de bactéries ayant adsorbé 2n particules. Les points représentent les résultats 
expérimentaux obtenus soit avec une suspension pure de Ac, soit avec les lysats 
formés par différentes souches défectives. On voit que, pour les lysals, ces points 
sont plus rapprochés de la courbe 2n que de la courbe n. 


multiplicité, au contraire (1 particule infectieuse de 4¢ ou 1 parti- 
cule défective pour environ 5 bactéries), la proportion des bac- 
téries infectées par une particule défective et qui deviennent 
lysogénes varie suivant les lysats (tableau III, colonnes 1 et 8). 


BACTERIES LYSOGENES DEFECTIVES 741 


Tanceau Ill. — Lysogénisation par les particules défectives. 
Souches nl P16 u P22 
ooo na nena nnn nnn nen nee [onc nee eee ccc ennne ence an penne ec acces 
Expérience n° i ob 2 \ 3 ! 4 
Be Se EN EA Se ees Gee an OES Ae le ees h Aik creo 
6 u 7 | 74 71 7 
Bactéries sensibles C600/ml du tube d'adsorption jj 11,7 x 10 i11,7 x 10’ | 9,4 x 10’ 19,4 x 10 
Ww ' u , 1‘ 
u 1 u“ ' 

Particules infectieuses de lysat/ml du tube 4 vat we abl vat 7 

dtadsorption i 2,9 x 10 58 x 10 i 2,8 x 10 56 x 10 
' 
' 

Particules infectieuses de lysat non adsorbé/ml " Obr os 10? 110,7 x 107 i 0,7 x 10? Helis os 107 

u t I ' 

Bactéries survivantes aprés infection rh SHS! es 107 Seiya: 107 iE Wnehaes 10? 13), Olex 107 

u 1 W i) 
Fraction des bactéries survivantes t 0,85 0,26 t 0,83 0,31 
® uw 
i) ' u ' 

Fraction des bactéries survivantes qui sont u ' u ! 

Ree aeel . 0,029 0,94 : 0,004 ! 0,89 

a ar a a ee re Ur ae el A a ee See 

“ ' w t 
m 1 i ' 

Multiplicité d'infection avec les particules | 0,21 sit i 0,23 seal 
infectieuses 4 ; i } 

wt 1 W ' 

Fraction des bactéries ayant regu au moins une i K i : 
particule défective’ “t x Opals } Opies it ete) i 0,94 

wn ' W i) 

Fraction des bactéries ayant regu au moins une i H i H 
particule défective + une particule infec- x 0,032 | 0,67 iN 0,036 |! 0,88 
tieuse** i ' t 

W ' 

Fraction des bactéries ayant regu une particule 4 , ri i 0 

défective et devenues immunes Hi 0,19 ' 0,33 i 0,021 ' 3h 
t t 


Parmi la fraction des bactéries survivantes qui sont immunes, plus de 90 p. 100 
des bactéries immunes sont lysogénes défectives. Une trés petite fraction 
produit également des particules infectieuses du type Ac. ** Calculée d’aprés 
Ja distribution de Poisson en faisant Ihypothése que les lysats contiennent 
autant de particules défectives que de particules infectieuses. Des bactéries défec- 
tives sont induites par le rayonnement U.V., puis infectées A raison d’environ 
1 Ac par bactérie. Les lysats sont ensuite centrifugés et chloroformés. A 0,9 ml 
d’une suspension de bactéries sensibles C600 en SO,Mg M/50, on ajoute 0,1 mi de 
deux dilutions des lysats. Aprés quinze minutes & 37°, les suspensions sont 
diluées et les bactéries survivantes sont étalées sur gélose ot elles forment des 
colonies. Dans chaque cas, 1200 colonies sont réisolées et analysées, par la 


x 


méthode des décalques, pour leur capacilé 4 produire du phage et leur immunité 
a Végard de phages A+, Ac et Av. Les bactéries présentant une immunité 
caractéristique sont réisolées trois fois et leurs propriétés vérifiées. 


Avec les lysats produits par cerlaines souches (type P16), 
pouvoir lysogénisant des particules défectives reste élevé et ana- 
logue 4 celui que présentent, dans les mémes conditions, les 
particules infectieuses de A+ (soit environ la moitié de celui 
observé & haute multiplicité [27]). Avec les lysats produits par 
d’autres souches (type P2 2), le pouvoir lysogénisant apparait 
fortement réduit (quinze a vingt fois plus faible qu’é haute multi- 
plicité). Encore la fraction des bactéries lysogénisées semble-t-elle 
correspondre a la fraction des bactéries ayant regu une particule 
défective ef une particule infectieuse ic. 


L’étude des particules défectives permet de tirer plusieurs 
conclusions. 


a) Le développement d’un génome normal rend possible celui 
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de certains génomes défectifs. Ceci se traduit par la formation 
de particules défectives. 

b) Les particules défectives ont des propriétés analogues a celles 
des particules normales : stabilité, sensibilité 4 Végard d’agents 
inaclivants tels que le sérum, capacité a s’adsorber sur des bac- 
téries sensibles et y injecter leur génome. Celui-ci est incapable 
de former de nouvelles particules infectieuses, mais reste souvent 
capable de déclencher des syuthéses létales. 

c) Certaines particules défectives semblent avoir perdu le pou- 
voir de lysogéniser en infection simple. Les génomes correspon- 
dants ne peuvent se transformer en prophage qu’avec l’assistance 
d’un génome normal. 


* 
x 


Cette liste des processus que l’on peut distinguer et étudier au 
cours du développement du phage n’est nullement exhaustive. 
C’est ainsi que l’analyse des lysats au microscope électronique 
permet de rechercher l’existence de particules présentant une 
analogie morphologique avec des particules de phages ou certains 
éléments de ces particules [28]. L’étude morphologique des pro- 
duits formés par nos souches défectives n’a pas encore ¢té faite. 
Les processus que nous venons de décrire dans celte premiére 
partie apparaissent cependant suffisamment variés pour permettre 
une premiére classification de nos souches. 


II. — LES DIFFERENTS TYPES 
DE SOUCHES DEFECTIVES 


Aprés avoir exposé les méthodes générales permettant d’¢étudier 
les souches défectives, nous allons tenter de préciser les caracté- 
visuques de chacune de nos souches. Nous envisagerons tout 
d’abord la lésion génétique en cause et sa localisation sur le 
groupe de liaison du prophage 4. Nous essaierons ensuite de 
déterminer les perturbations apportées par celte lésion aux pro- 
cessus intervenant dans la synthése du phage. 


A. — LA NATURE PROPHAGIQUE DES LESIONS 
ET LEUR LOCALISATION GENETIOQUE. 


Nous avons vu, dans un précédent mémoire de cette série, que 
plusieurs méthodes permettent d’établir si le caractére défectif est 
bien la conséquence d’une mutation du prophage et de localiser 
cette mutation sur le groupe de liaison du prophage [2]. Nous 


nous bornerons ici & rappeler les deux méthodes les plus démons- 
tralives. 
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1° SURINFECTION DES BACTERIES DEFECTIVES INDUITES. — Lorsque 
les bactéries défeclives, appartenant a n’importe laquelle des 
souches étudiées ici, sont irradiées puis infectées avec du phage i 
normal, toutes les bactéries infectées produisent du phage en 
quantité normale. Ce résultat démontre bien que le caractére 
défectif de ces souches n’est pas le fait d’une lésion de la bactérie, 
mais du prophage qui est incapable de se développer. 

51 les bactéries défectives sont induites, puis surinfectées par 
un mutant 4, elles produisent surtout des particules de type 
surinfectant et, en quantités plus faibles et variables d’une souche 
a autre, des particules de type prophage ou de types recombi- 
nants. L’hypothése la plus simple pour expliquer ces résultats 
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Fic. 7. — Localisation schématique des mutations défectives sur le groupe de 
liaison du phage X. — Les chiffres placés sous la ligne représentent la proportion 


(en p. 100) des recombinants formés dans les croisements entre phages différents 
par deux caractéres (méthode de surinfection des bactéries Jysogénes normales 
induites). Les différents caracteres défectifs sont désignés par la lettre d, affectée 
d’un numéro correspondant a la souche défective homologue (d,, représente le 
caractére défectif porté par le prophage de Ja souche P22). La localisation approxi- 
mative des caractéres, obtenus grace 4 des expériences de surinfection des bactéries 
défectives avec différents mutants de A, est indiquée en pointillés. 


est que les particules possédant le caractére défectif d du pro- 
phage sont défectives et n’apparaissent pas comme particules 
infectieuses. En infectant, avec différents mutants de 4, les bacté- 
ries défectives induites, et en déterminant les classes de recom- 
binants absents ou trop rares, on parvient 4 localiser approxi- 
mativement le caractére défectif d'une souche donnée sur !e 
eroupe de liaison du prophage. 

De telles expériences de surinfection de bactéries défectives 
induites avec des mutants du phage % ont été faites systémati- 
quement avec les souches défectives. Les résultats permettent de 
localiser approximativement les différents caracteéres défectifs d 
selon le schéma représenté sur la figure 7. On y voit que diffé- 
rentes régions du prophage peuvent étre intéressées par les 
mutations. La région la plus fréquemment alffectée est celle des 
marqueurs m, et g,, ol se trouvent localisés plus de la moitié 
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des caractéres étudiés. Les autres mutations étudiées intéressent 
la région comprise entre les marqueurs h et c. Aucune des souches 
ne porte de lésions génétiques dans la région comprise entre ¢ 
el m, qui représente cependant le tiers du groupe de liaison. 
Etant donné le petit nombre de souches éludiées, il est encore 
trop tot pour savoir si c’est la un effet du hasard ou si, au 
contraire, une lésion du génome dans cette région est incompatible 
avec l’état de prophage. 


2° CROISEMENTS ENTRE GENOMES DEFECTIFs. — Les expériences 
de recombinaison génétique entre génomes défectifs permettent 
également de rechercher si le caractére défectif est bien le fait 
dune mutation du prophage. Deux génomes défectifs différents 
d,dtet dtd,, présents simultanément dans une méme bactérie, 
devraient étre capables, soit de coopérer, ce qui se traduirait par 
la formation de particules défectives, soit de se recombiner, 
ce qui entrainerait la formation de particules infectieuses conte- 
nant le génome de type sauvage df df. 


Les croisements entre génomes défectifs ne peuvent étre réalisés 
par les techniques habituelles de croisements entre phages car on 
ne peut pas oblenir des préparations pures de particules défec- 
tives. Il est cependant possible d’utiliser des croisements entre 
bactéries Hfr et F—-, toutes deux défectives mais possédant 
chacune un prophage défectif différent. Lorsque des bactéries Hfr 
lysogénes sont croisées avec des bactéries F— également lysogénes 
et induiles avant le croisement, la moitié des bactéries F— recoit 
du parent Hfr un segment chromosomique portant le prophage 4. 
Ces bactéries produisent alors les deux types de phages et éven- 
tuellement des recombinants [29]. Si les bactéries Hfr et F— 
perpétuent des prophages défectifs différents, chacune d’elles est 
incapable de produire du phage et les seules particules infec- 
lieuses formées dans un tel croisement seront le fait de recom- 
binaisons entre les génomes défectifs. Les particules recombi- 
nantes seront d’autant plus nombreuses que les deux caractéres 
défectifs d, et d, seront plus éloignés l’un de l’autre sur le groupe 
de liaison du prophage. 

Les résultats de telles expériences sont représentés sur Je 
tableau IV. On y voit que le nombre des centres infectieux formés 
dans les croisements entre souches perpétuant des prophages 
défectifs différents est trés supérieur a celui des centres infectieux 
formés, soit par lune des souches parentales seule, soit dans les 
croisements entre bacléries perpétuant le méme prophage deéfectif. 
L’excés des centres infectieux formés au cours des croisements 
entre bactéries défectives différentes démontre la possibilité de 
recombinaison génétique entre génomes défectifs. Les distances 


BACTERIES LYSOGENES DEFECTIVES 745 


Tasteau IV. — Croisements entre bactéries défectives. 


Témoin Hfr (Ad, 6) seul 10 centres infectieux/ml 


Témoin F (Ad UsVs 


17) 
Croisement Hfr(Ad3 5) 


Témoin F (Adyo) U.V. 


Croisement Hfr(Ad35) 


Témoin F (Ad,,) U.V. seul 


30 
croisement témoin Hfr(Ad,) x F (Ad) We 


Des cultures bactériennes de différentes souches défectives Hfr SS et F—S" en voie 
de croissance exponentielle sont ajustées 4 la concentration de 108 bactéries/ml. 
A 1,9 ml de bactéries F— préalablement exposées 4 une dose inductrice d’U. V., 
est ajouté 0,1 ml de bactérie Hfr. Les témoins de chaque souche sont préparés 
de la méme facgon par addition d’une quantité convenable de bouillon. Apres 
cinquante minutes d’agitation 4 37°, des échantillons sont dilués et étalés sur 
gélose a la streptomycine en présence de bactéries indicatrices du phage i, 
résistantes 4 la streptomycine, ce qui permet de dénombrer les centres infectieux. 


relatives entre deux caractéres défectifs peuvent élre estimées 
d’aprés la fréquence des centres infectieux formés au cours de 
croisement standard, et les résultats sont en accord avec ceux 
déterminés par la méthode de surinfection. 


B. — ‘LES EFFETS DES DIFFERENTES MUTATIONS DEFECTIVES. 


L’analyse génétique précédente a révélé que les mutations 
défeclives peuvent intéresser différentes régions du génome du 
prophage. Nous allons rechercher maintenant si l’on peut distin- 
guer, parmi les souches défectives, des types physiologiques 
correspondant aux diverses mutations. 


Les méthodes d’étude décrites dans la premiére partie de ce 
travail ont été appliquées systématiquement aux souches défec- 
tives. ‘Les résultats expérimentaux sont décrits dans le tableau I 
et un résumé des capacités de synthése observées chez les diffé- 
rentes souches est donné dans le tableau V. L’examen du 
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tableau V montre que l’on peut distinguer deux types de souches 
défectives. 

1° Les souches (P16, P17, P18, P19, P21) paraissant capables 
d’effectuer toutes les synthéses que nous savons reconnaitre. La 
multiplication végétative du génome s’effectue normalement apres 
induction, ainsi que les synthéses d’antigéne bloquant, de sub- 
stance (h+) et d’endolysine. Chez ces souches, les mutations 


Tasteau V. — Les différents types de souches défectives. 
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+ accomplit le processus aprés induction ; 0 ne peut pas accomplir le processus 
aprés induction. * Non recherché. A** Peut accomplir le processus aprés induc- 
tion, seulement grace A l’assistance d’un phage surinfectant normal. Ce tableau 
résume les résultats obtenus par l’analyse des propriétés décrites dans le tableau I. 


défectives du prophage affectent vraisemblablement un ou plu- 
sieurs processus que nous ne savons pas déceler. Comme le 
défaut entrainé par ces mutations n’affecte pas les autres pro- 
cessus, il s’agit vraisemblablement de réactions tardives, dont les 
produits sont nécessaires seulement 4 la morphogénése des parti- 
cules infectieuses. L’examen systématique des lysats au micro- 
scope électronique permettra peut-étre de préciser les effets de 
certaines de ces réactions. 

Dans toutes ces souches, comme dans la souche P14 ow une 
réaction de morphogénése parait également étre altérée [2], les 
mutations défectives du prophage semblent étre localisées sur 
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un méme segment du génome phagique, prés des caracléres m, 
et g, (voir fig. 7). 

2° Les souches (P22, P30, P32 et P34) chez lesquelles plusieurs 
des synthéses identifiables paraissent simultanément inhibées. 
Dans ces quatre souches, non seulement on n’observe pas de 
multiplication végétalive du génome aprés induction, mais encore 
une ou plusieurs substances ne sont pas synthétisées. Les expé- 
riences génétiques semblent bien indiquer que, dans ces souches, 
une seule mutation du prophage peut étre mise en cause. Jl 
semble donc peu probable que le locus muté gouverne directement 
les synthéses altérées. Plus vraisemblablement, le développement 
du phage implique une séquence de réactions, telle que le blocage 
d’une réaction précoce entrainerait Varrét des synthéses ulté- 
rieures. : 

Alors que les particules défectives formées par les bactéries 
du premier groupe peuvent lysogéniser des bactéries sensibles 
en infection simple, les particules défectives formées par les 
souches du second groupe en sont incapables (voir tableau V, 
colonne 6). Ces derniéres ne peuvent lysogéniser qu’en infection 
mixte, grace 4 l’assistance d’un autre phage, tel que 4c, lui-méme 
incapable de lysogéniser. I] est vraisemblable que l’incapacité de 
ces génomes défectifs a lysogéniser est la conséquence de leur 
incapacité 4 se multiplier. 

Chez les quatre souches du second groupe, les mutations défec- 
tives paraissent intéresser des régions du prophage différentes de 
celles qui sont affectées dans les souches du premier type. Elles 
sont localisées notamment dans la région du earactére ¢ et dans 
la région comprise entre h et c. 


DISCUSSION 


Les expériences décrites dans ce mémoire démontrent la diver- 
sité des souches lysogénes défectives. D’une part, les mutations 
défectives peuvent intéresser différentes régions du groupe de 
liaison du prophage. D’autre part, divers processus qui inter- 
viennent au cours de la synthése des constituants du phage ct 
de la morphogénése peuvent étre perturbés. I] semble bien qu’a 
différentes lésions génétiques correspondent différentes modifica- 
tions physiologiques. Encore que les résultats présentés ici soient 
trés incomplets, ils apportent quelques précisions sur le méca- 
nisme du développement du phage. 


Les étapes du développement du phage. — L’analyse des 
souches défectives a mis en évidence deux sortes d’étapes inter- 
venant au cours du développement du phage. 
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1° Des étapes précoces, formées vraisemblablement par une ou 
plusieurs séquences de réactions, telles que le blocage d’une 
réaction empéche |’accomplissement de réactions ultérieures. Ceci 
se traduit par une perturbation de plusieurs processus. 

2° Des étapes tardives, vraisemblablement indépendantes. Les 
produits de ces réactions sont nécessaires 4 la formation de 
particules infectieuses, mais le blocage de l’une de ces réactions 
n’empéche pas les autres processus de s’accomplir. 

L’existence d’une séquence de réactions précoces est également 
démontrée par le phénoméne d’assistance apportée au dévelop- 
pement d’un génome défectif par un génome normal. Nous avons 
vu qu’aprés induction, certains génomes défectifs sont incapables 
de se multiplier végétativement ou de synthétiser certains éléments 
du phage tel que la substance (h+). Si les bactéries induites sont 
surinfectées par un phage 4 normal, le génome défectif peut 
accomplir ces deux processus comme en témoignent, d’une part 
la formation de particules défectives et, d’autre part, l’existence 
d'un mélange phénotypique dont la valeur reste constante, que 
les bactéries soient surinfectées tot ou tard. Ici, la lésion géné- 
tique du prophage ne gouverne pas directement Ja multiplica- 
tion végétative du génome ou la synthese de Ja substance (ht). 
Selon toute vraisemblance, elle perturbe une réaction antérieure, 
nécessaire & l’accomphssement de ces deux processus. Si la 
réaction déficiente est effectuée par un autre génome, introduit 
par surinfection, les produits de la réaction peuvent étre utilisés 
pour le développement du génome défectif. 

Les étapes inhibées dans ces souches défectives, qu’elles soient 
précoces ou tardives, sont encore inconnues. Le petit nombre des 
souches éludiées ne permet évidemment pas de se former encore 
une idée, ni sur le nombre, ni sur la séquence de ces réactions. 
Il semble que plusieurs étapes doivent étre parcourues avant que 
ne débute la multiplication végétative du génome: les quatre 
souches chez lesquelles l’irradiation ne déclenche pas cette multi- 
plication semblent étre bloquées a des étapes différentes, puisque 
leur pouvoir de synthétiser les autres substances parait étre diffé- 
rent. L’une au moins de ces réactions peut étre effectuée grace 
a l’assistance apportée par un génome normal surinfectant. Les 
produits de cette réaction sont utilisés par le génome défectif pour 
effectuer sa multiplication, comme en témoigne la formation de 
particules défectives. Il se pourrait que l’une de ces réactions 
précoces consiste dans la synthése d’une proléine, ainsi que !’a 
suggéré |’étude des effets exercés par la chloromycétine sur la 
multiplication du phage T2 [82]. 

La complexité des réactions en jeu est encore soulignée par 
Paction létale exercée, soit aprés induction, soit aprés infection, 
par le génome défectif d’une souche telle que P22, chez laquelle 


BACTERIES LYSOGENES DEFECTIVES 749 


induction ne provoque aucune des syntheses décelables, en 
absence de surinfection. Pour expliquer cet effet létal, il faut 
admettre que de tels génomes défectifs sont capables q? induire 
certaines synthéses vraisemblablement tres précoces. Nous ne 
savons pas encore identifier les produits de ces synthéses, mais 
elles se manifestent & nous par leur effet létal. 

Un dernier point mérite d’étre souligné. Certaines souches, 
telles que P30 et P34 paraissent, aprés induction, capables de 
synthéliser des quantilés normales de certaines protéines en 
Vabsence de surinfection, alors que dans les mémes conditions, 
on ne peut déceler aucune multiplication végélative du génome. 
Cette dissociation pose naturellement le probleme des rapports 
existant entre synthése de protéines et d’ADN, au cours du déve- 
loppement du phage. Il faut rappeler, une fois encore, que la 
multiplication végétative du génome, dont on a tout lieu de penser 
qu’elle correspond a la replication de l’ADN phagique, ne peut 
actuellement étre mesurée que par des méthodes génétiques. On 
ne connait pas de méthodes chimiques permettant de distinguer 
ADN phagique et ADN bactérien dans le cas des systémes tem- 
pérés. Chez les souches P30 et P34, on ne peut donc exclure la 
possibilité d’une synthése d’ADN qui, bien que ne pouvant pas 
former de génomes végétatifs capables de se recombiner, pourrait 
cependant contribuer 4 des synthéses protéiques. Si, au contraire, 
la multiplication végétative du génome s’avérait bien témoigner 
de la synthése d’ADN phagique, on devrait admettre que des pro- 
téines phagiques peuvent élre synthétisées en Vabsence de syn- 


thése d’ADN phagique. 


Relations entre multiplication végétative du génome et lyso- 
génisation. — L’étude de la lysogénisation par les particules 
défectives apporte encore quelques renseignements concernant 
les processus de lysogénisation. Selon toute vraisemblance, les 
particules défectives correspondent 4 la présence, dans une enve- 
loppe protéique, d’un génome deéfectif identique a celui du pro- 
phage perpétué par la souche qui les a formées apres induction 
et surinfection. 

Ces particules paraissent capables, au moins dans certains 
cas, de s’adsorber sur des bactéries sensibles et d’y injecter leur 
génome défectif. Ce dernier peut alors amorcer son dévelop- 
pement qui, comme celui de tout phage tempéré, va évoluer, soil 
vers la production, soit vers la lysogénisation. Toutefois, en 
infection simple, ces deux processus se limitent aux réactions 
qui ne sont pas inhibées par la mutation défective. On congoit 
done que l'étude de la lysogénisation par les particules défectives 
puisse apporter des précisions sur les réactions qui interviennent 
dans la transformation de la particule infectante en prophage. 
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Ce qui est frappant, dans le cas des souches étudiées, c’est 
que les lésions qui inhibent les processus de lysogénisation 
semblent bien étre celles qui empéchent également la multiph- 
cation du génome (voir tableau V, colonnes | et 6). Les particules 
défectives produites par les souches dont la lésion affecte une 
réaction tardive, qui n’empéche pas la multiplication du génome, 
sont capables de lysogéniser en infection simple. Au contraire, 
les particules défectives formées par les souches chez lesquelles 
la perturbation d’une réaction précoce empéche la multiplication 
du génome en sont incapables. ‘La lysogénisation par de telles 
particules n’est possible qu’en infection mixte. Selon toute vrai- 
semblance, le génome du phage surinfectant, méme lorsqu’il est 
luirméme incapable de lysogéniser comme ic, peut effectuer la 
réaction bloquée chez le génome deéfectif et permettre a celui-ci 
d’atteindre un stade de la multiplication nécessaire a |’intégra- 
tion en tant que prophage. Le méme effet d’assistance par un 
génome normal permet au génome défectif, soit de se multiplier, 
soit de lysogéniser. C’est a une conclusion analogue qu’a déja 
conduit |’étude des particules de phage 4 capables de transduire 
le caractére galactose. Les génomes contenus dans ces particules 
ne sont capables, ni de se multipher, ni de lysogéniser des bac- 
téries sensibles en infection simple. En infections mixtes, ils 
peuvent lysogéniser et forment des systémes défectifs (33]. Dans 
ce cas, le caractére défectif parait lé a la présence d’un segment 
génétique bactérien, portant le caractére galactose et étroitement 
unl au génome phagique. 

La corrélation observée entre multiplication végétative du 
génome d’une part, et pouvoir de lysogéniser d’autre part, sug- 
gére qu'un certain degré de multiplication, ou du moins certaines 
synthéses, sont nécessaires pour permettre la lysogénisation. 
Celle-ci ne saurait done correspondre a l’incorporation pure et 
simple du génome phagique infectant dans le génome bactérien. 


Le mécanisme de la lyse par le phage. — L’étude comparative 
des diverses souches défectives apporte des renseignements sur 
le mécanisme de la lyse par le phage, et, en particulier, sur le 
role de l’endolysine. C’est en effet la corrélation observée entre 
la lyse des souches défectives aprés induction et la présence 
d’endolysine qui permet d’attribuer A celle-ci un rdle direct dans 
les processus de lyse. 

Chez les bactéries lysogénes induites, l’activité endolytique 
commence a apparaitre au moment ou se forment les premiéres 
particules infectieuses de phage. On peut alors se demander 
quelle relation existe entre l’endolysine et le phage. L’endo- 
lysine pourrait correspondre a l'un des constituants du phage et, 
en particuher, & ceux qui sont connus pour exercer une action 
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enzymatique sur certains antigénes bactériens [30, 34]. L’endo- 
lysine pourrait également étre une substance qui n’entre pas dans 
la constitution du phage, mais représente un « sous-produit » 
de son développement. La question ne peut encore qu’étre posée, 
et les arguments expérimentaux sont encore insuffisants pour 
y répondre. Signalons, cependant, que les sérums anti-A n’inhibent 
pas lactivité endolytique des lysats, que dans les conditions ot 
Vendolysine agit, les préparations purifiées de phage 4 ne mani- 
festent qu'une activilé lytique extrémement réduite. Si lendo- 
lysine est un constituant du phage, elle doit étre enfermée dans 
Yenveloppe protéique et l’activité endolytique doit étre recherchée 
sur des préparations purifiées de particules infectieuses que l’on 
a préalablement fait éclater. 


Nous tenons a remercier M™° Yannick Stampfli et M!° Michéle 
Fiquet pour l'aide qu’elles nous ont apportée dans la réalisation 
de ce travail. 


RESUME 


1° Différentes souches lysogénes défectives ont été isolées 
a partir d’E. coli K12(a). Ces souches perpétuent un prophage 2 
mais ne peuvent former des particules infectieuses. 


2° Des méthodes sont décrites qui permettent d’étudier, chez 
les bactéries défectives induites, la multiplication végétative du 
génome phagique, la synthése d’antigéne bloquant, la synthése 
de la substance (h+) expression phénotypique de la mutation h, 
la synthése d’endolysine, substance protéique intervenant dans 
les processus de la lyse bactériophagique et la formation de par- 
ticules défectives. 


3° L’appheation systématique de ces méthodes aux souches 
défectives permet de distinguer deux sortes de souches suivant 
le type de lésion physiologique qui empéche la formation de 
particules infectieuses. Chez certaines souches, une étape précoce 
du développement du phage parait bloquée. Ceci entraine une 
perturbation de plusieurs processus intervenant dans la multipli- 
cation du phage. Chez d’autres souches, le blocage d’une étape 
tardive parait empécher la morphogenése des particules infec- 
tieuses, sans toutefois retentir sur les autres processus. 


4° Le caractére défectif de toutes les souches étudiées est dt 
a des mutations du prophage. Les mutations défectives provo- 
quant une perturbation des réactions précoces sont localisées 
dans une région du chromosome phagique comprise entre les 
caractéres h et c. Celles affectant des réactions tardives sont 
localisées dans une autre région, prés des caractéres m, et g,. 
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5° Lianalyse de ces souches défectives permet d’apporter 
quelques éciaircissements sur certaines étapes du développement 
du phage, sur les processus de lysogénisation et sur le méca- 
nisme de la lyse bactériophagique. 


SUMMARY 


STUDY OF DEFECTIVE LYSOGENIC BACTERIA. 
Il. — PHysIoLoGICAL TYPES RESULTING FROM PROPHAGE MUTATIONS. 


1° A variety of defective lysogenic strains was isolated from 
E. coli K12(4). These strains carry a prophage ’ but are unable 
to produce infectious particles. 

2° Methods are described which allow one to study the vege- 
tative multiplication of the phage genome, the synthesis of serum 
blocking antigen, the synthesis of substance (h+) phenotypic 
expression of the h mutation, the synthesis of endolysin, protein 
substance playing a role in the process of lysis by phage and 
the formation of defective particles. 

3° These methods, when applied to defective strains, allow 
one to distinguish two kinds of strains. In some of them, an 
early step of phage development is blocked, which results in a 
disturbance of several processes taking part in phage multipli- 
cation. In other strains, a late step is blocked, which prevents 
morphogenesis of phage particles, without disturbing other pro- 
cesses. 

4° The defective character of all these strains may be ascribed 
to prophage mutations. Defective mutations which alter an early 
step of phage development seem to be located in a given region 
of the phage linkage group, between the h and ¢ markers. Defec- 
tive mutations which alter a late step, seem to be located on 
another region, close to the m, and g, markers. 

5° The study of defective strains brings some information on 
some steps of phage development, on the mechanism of lysis by 
phage and on the process of lysogenization. 
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ERRATUM 


Dans le tableau II, colonne P16, au lieu de 1,8 x 10, 
lire 1,8 x 108 bactéries/ml. 


LA REACTIVATION MULTIPLE HOMOLOGUE 
ET HETEROLOGUE DU BACTERIOPHAGE 
INACTIVE PAR VOIE PHYSIQUE ET CHIMIQUE 


(DEUXIEME PARTIE). 
par W. MUTSAARS (*). 


(Université libre de Bruczelles, 
Faculté de Médecine et de Pharmacie, 
Laboratoire de Bactériologie) 


Cette communication n’étant que le prolongement d’un mémoire 
antérieur [4] nous renvoyons & celui-ci pour les détails techniques 
et limitons cet exposé a la relation de quelques recherches 
complémentaires. 


A. — RacTIVATION MULTIPLE HOMOLOGUE. 


Expérience I. — Il s’agit en l’occurrence de la réactivation 
qui s’observe dans des mélanges en proportions adéquates de 
Coli W sensible (1) et de bactériophage @ N formolé. L’étude de 
la réactivation multiple hétérologue, obtenue par mélange au 
Col W sensible de proportions adéquates de m N formolé et de 
¢ N traité par les radiations ultra-violettes, nous a montré que 
cette réactivation est conditionnée par la réunion simultanée, 
dans un méme récipient, du B. coli et des deux lots de phage. 
‘La réunion, aprés fixation du phage, des deux lots primitivement 
séparés, l’un de Coli et de phage formolé, l’autre de Coli et de 
phage irradié, ne donne lieu a aucune réactivation (voir I, exp. 2 
tableau IV). 

Comme nous le verrons, il en est de méme en ce qui concerne 
la réactivation multiple homologue. 

Le hbactériophage @N provenant d’un stock titrant 10” par- 
licules au muillilitre, nous l’avons utilisé, aprés traitement par le 


. 


(*) Manuscrit recu le 12 juillet 1957. 
(1) Le Coli W ne doit pas étre confondu avec la souche E. coli 


« strain W » utilisée par certains auteurs américains, par exemple 
Barner et Cohen [5]. 
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formol, 4 la dilution 10-*. Cette dilution est distribuée a raison 
de 5 inl par tube dans 9 grands tubes a essais. Deux de ces tubes, 
témoins, recoivent 2,5 ml de bouillon BHI faible. On les porte 
au bain-marie a 38° et, aprés réchauffement, l’un de ces tubes 
recoit 2,5 ml de culture de Coli W, Agée de 5 heures, non diluée, 
l'autre recoit 2,5 ml de cette méme culture, mais diluée a 10— 
en bouillon BHI faible. Ces mélanges, aprés séjour de six 
minutes au bain-marie, sont tous deux distribués dans 5 tubes, 


Tasieau I, 


] ] is 
I 2 3 4 5 

On 215 (19) go (11) 240 (12,3) 19,9) | 205 (36,4) 
lm 450 (90,7) | 130 (24) 315 (41,7) (30,6) | 335 (36,6) 
2 m. 605 (127) | 165 (33) 295 (25,3) | 270 (17,6) | 320 (36,4) 
3m. 480 (46,9) | 145 (10,2) 400 (25) 330 (40,2) | 295 (36) 
ym. 715 (102) | 185 (16,4) | 400 (30,6) | 390 (40,3) | 395 (10) 
5 m. 695) (110)! 250° (2854) | 700) (197) |) 59057) 495 (60,2) 


6 m. | 1050 ay 4hO (105) 745 (121) 640 (924 650 (41,9) 


Les premiers chiffres dans chaque case représentent la moyenne arithmétique de 

la somme des plages de bactériophagie comptées sur 5 boites de Petri. Les 

chiffres entre parenthéses donnent la déviation moyenne. Ces remarques 
s’appliquent également aux tableaux IJ, IJ, IV. 


a raison de 0,9 ml par tube. Chacun de ces tubes recoit un tube 
de gélose 4 0,6 p. 100, maintenue liquide par séjour dans un 
bain-marie 4 55°; le tout est ensuite coulé dans une boite de 
Petri contenant déja de la gélose de base a 2 p. 100. Les 
mélanges comprenant du Coli a la dilution 10~ recoivent de la 
gélose contenant 0,5 ml de Coli non dilué. 

Les 7 tubes expérimentaux recoivent tous 4 la minute 0 un 
volume de 2,5 ml de culture de Coli W diluée a 10-*, et ensuite 
mais a des temps s’échelonnant entre zéro et six minutes, 2,5 ml 
de culture de Coli W non diluée. Ces tubes ne different donc 
entre eux que par le temps de contact entre la masse de bacté- 
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riophage formolé et la culture de Coli W diluée a 10~. Il est 
évident que si le nombre de plages de bactériophagie est fone- 
tion de la probabilité de fixation de deux ou plusieurs particules 
formolées sur le méme germe, ce nombre doit augmenter 
a mesure que le contact entre les particules et la faible quantteé 
de germes se prolonge. Le tableau I donne les résultats de 
cing expériences. 

Le test de Fisher, pour P = 0,01; 6 degrés de liberté pour la 
variance entre les groupes et 28 degrés de liberté de la variance 
i l’intérieur des groupes, vaut 3,53. Les valeurs calculées dépas- 
sent largement ce chiffre : l’influence du moment d’addition du 
Coli non dilué au phage sur le nombre de plages de bactério- 
phagie est donc certaine. 


Expérience I]. — Nous avons étudié l’influence de la teneur 
en germes dans un mélange ow la teneur en phage reste constante, 
sur le nombre de plages de bactériophagie, et ceci de facgon plus 
approfondie. 

Nous distribuons, 4 raison de 5 ml par tube, du phage formolé, 
dilué 5.10-°, dans 9 tubes. Ces tubes sont conservés dans un 
bain de glace fondante et réchauffés dans le bain-marie a 38° 
i mesure de leur emploi. On conserve et on traite de méme une 
série de 9 tubes également, contenant, a raison de 5 ml par tube, 
du Coli W en dilutions variables, depuis le tube 1 qui contient 
du Coli W non dilué provenant d’une culture A4gée de 5 heures, 
jusqu’au tube 9 qui contient ce méme Coli, mais 4 fa dilution 
2,5.10-* (voir tableau ID). Aprés réchauffement séparé du tube 
de phage et du tube de Coli, on les mélange et on titre ce mélange 
apres séjour de dix minutes a 38°. 

Chaque expérience s’accompagne d’une numération du Coli W 
(titrage fait 4 la dilution 10—*) et d’un titrage du @ N non formolé 
(titrage fait 4 la dilution 10—’). Les valeurs calculées pour le test 
de Fisher sont trés élevées, la valeur normale correspondant aux 
degrés de liberté envisagés étant de 3,53 pour une probabilité 
Poss 0:01 p.7L00: 

Il existe également une corrélation négative satisfaisante entre 
le nombre de germes et le nombre de plages, ainsi qu’en témoi- 
enent les indices de corrélation calculés. Il existe cependant une 
limite a augmentation du nombre de plages en fonction de !a 
diminution du nombre de germes. Cette limite est atteinte avec 
la dilution 2,5.10- de E. coli, et, dans certains cas, une plus 
grande dilution des germes entraine une diminution du nombre 
de plages (voir exp. IV et V), de sorte que V’indice de corrélation 
parliel, c’est-a-dire calculé d’aprés les quatre plus fortes dilutions 
des germes, devient positif : +0,067 pour l’expérience IV, +0,97 
pour l’expérience V. Le test T a été appliqué a ces cing essais, 
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avec une sécurité statistique de 99 p. 100. A cété de chaque 
moyenne (vou tableau II) un signe + indique que cette moyenne 
différe de facon significative de la moyenne précédente, un signe 
— indique une différence non significative. C’est ainsi que les 
moyennes du rang 2 (Coli dilué 5.10) ne different pas signifi- 


Tasieau II. 


1 2 5) 4 
Coli non Si2in(5.6) 195 (6,7) 100 (9,2) 165 (9,8) 110 (3,4) 
dilué ! 
ae , 80 (2,5) 320 (23) L550(21) 170 (13) 225 (13) 
5 i= = = = = E 
2,5. 10-1} 200 (24) 795 (28) 500 (75) 325 (20) 575 (63) 
+ + + - - 
10-1] 420 (38) 1300 (130) | 1225 (184) 745 (35) 1095 (71) 
4 + + + + 
55 H0-2 715. (25) 1460 (152) | 1000 (50) 1150 (77 1335 (86) 
+ - - + - 
2,5. 10°] 605 (36,5) | 1285 (161) | 1210 (60) | 2040 (238) | 2210 (327) 
10-2 930 (56) 1585 (228) 1305 (100) 2150 (252) 1875 (128) 
3 3 3B) 600 (62) 1440 (170) | 1300 (120) | 1715 (87) 1805 (248) 
2,5. 103)" 775 (94) 1905 (222) | 1460 (142) | 1410 (141) | 1475 (317) 
ie if o 
Coli 
yess a 665 (17) 355 (18,6)] 560 (10) 1050 (13) 470 (5,7) 
x 10 
N non 
eee a 455 (7) 480 (5,5) 480 (18) 435 (6,6) 5008 (5) 
xo 
F test 188 56,4 108 125 69 
R = 0,874 0,877 0,92 ORNS 0,73 


cativement de celle du rang 1; viennent ensuite en général une 
série de différences suffisantes, qui cessent de l’étre quand le 
rapport particules/germes atteint un certain niveau. Ce niveau 
varie de 0,4 a 0,8 selon les essais. 


Expérience II], — En présence d’une quantité constante de 
phage formolé, la réduction du nombre de germes entraine donc, 
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jusqu’a une limite, une augmentation du nombre de plages de 
bactériophagie. 

Inversement, en présence d’une quantité constante de germes, 
l’augmentation du nombre de particules de phage formolé déter- 
mine, elle aussi, une augmentation du nombre de plages, qui 
dépasse celle a laquelle on pourrait normalement s’attendre, s’1l 
n’y avait réactivation. 

Sept tubes contiennent, a raison de 5 ml, des dilutions de phage 
formolé allant de 10—? a 10— (voir tableau III). Sept autres tubes 


Tasieau III. 


Dilution 


du phage 
formolé 


1 1@= 5030 3265 3310 
(g:245) (g:212) (7:240) 
2 35 lore 2130 (4260) 1155 (2390) 1645 (3290) 
(g:124) (@:51) (:104) 
D1 2,5 i0-2 935 (3740) 480 (1920) 675 (2700) 
(6:84) (6:14) (S:30) 
4 1072 250 (2500) 220 (2200) 165 (1650) 
(a7 14) (6:29) (6:18) 
4 10-2 1380 780 1300 
bis (3: 146) €3:163) (107) 
Bal) Ges sow 110 (2200) 108 (2160) 80 (1600) 
(6:13) (6:12) G:6) 
S || Bas og Oe 54 (2260) 55 (2200) 45 (1800) 
(6:3) (G6) 
tf 1077 23 (2300) 96,8 (1680) 15,6 
Titrage Coli 960 835 800 
a x 10°/ml, (6:24) (G:13) 
Titrage N 
non formolé 485 4ho 390 
a lo’/ml. @:14,8) (6:9,5) 
Indice de 
corrélation 0,947 0,89 0,903 
F test 107 134 72 


SS ee SSS SS SS = === =< SS S SS SSS SSS 


contiennent chacun 5 ml d’une culture jeune de Coli W. Ces 
tubes sont conservés dans la glace et réchauffés comme dans 
l’expérience précédente, et les titrages se font également de ia 
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méme fagon. A chaque expérience est joint un titrage du Coli W 
utilisé et un titrage du @ N non formolé. 

‘Le tableau III donne les résultats de trois expériences. Les 
numérations doivent, bien entendu, étre multipliées par le taux 
de dilution pour étre comparables. Ces chiffres sont indiqués 
entre parenthéses. Un titrage de bactériophage normal donnerait, 
dans ces conditions, des numérations a peu pres égales, et méme 
une diminution du nombre de plages en fonction de l’augmen- 
tation du nombre de particules, un germe polyinfecté ou infecté 
par une particule étant tous deux a Vorigine d’une seule plage. 
En utilisant du bactériophage formolé on constate que le nombre 
de plages dépasse celui qui devrait étre obtenu normalement, 
sil n’y avait pas réactivation multiple. I] existe un indice de 
corrélation trés satisfaisant entre |’élévation de la concentration 
du phage formolé et augmentation du nombre de plages. Il va 
sans dire que cet indice a été calculé aprés avoir multiplié le 
nombre de plages de bactériophagie par Ja dilution correspon- 
dante. A partir de la dilution 10~ on observe que les chiffres 
corrigés deviennent constants. A cette dilution la presque totalité 
des germes infectés le sont vraisemblablement par une seule parti- 
cule ; 4 ce moment le rapport particules/germes est d’environ 0,05 
(rangée 4). Mais si l’on fait passer ce rapport a 5, en utilisant 
une culture de Coli W diluée 4 10~ au lieu d’une culture non 
diluée, le nombre de plages augmente considérablement (ran- 
gée 4 bis). 


Expérience IV. — La plupart des expériences de réactivation 
homologue ont été faites en comparant le nombre des plages 
obtenues dans des mélanges ow Ja quantité de phage formolé est 
constante, mais ot! l’on fait varier le nombre de germes en utili- 
sant soit une culture non diluée, soit cette culture diluée a 10 
dans du bouillon frais. Dans le but d’éliminer linfluence éven- 
tuelle de ce bouillon frais par rapport au bouillon de la culture 
non diluée, nous avons fait quelques essais de controle. 

Une culture de Coli W Agée de 5 a 6 heures est divisée en deux 
lots, ’un étant conservé tel quel, l'autre étant centrifugé. Le culot 
de centrifugation est lavé et finalement resuspendu dans un 
volume de bouillon neuf égal au volume primitif. A partir de 
ces deux lots dits non dilués on procéde a des dilutions 4 10—~ 
en bouillon neuf. Des volumes de 5 ml de chacune des quatre 
suspensions microbiennes ainsi obtenues sont mis au contact de 
volumes égaux de phage formolé dilué 4 10—-*. Les mélanges 
séjournent dix minutes a 38° et sont ensuite soumis au titrage. 
Il est fait une numération des suspensions de Coli utilisées et 
un titrage du phage non formolé. L’examen du tableau IV montre 
que les cultures non diluées, qu’elles soient centrifugées ou non, 
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TasLeau IV. 


| Nombre de plages avec culture 
centrifugée non diluée 85 87 


Nombre de plages avec culture 
non centrifugée non diluée 50 75 


Nombre de plages avec culture 
centrifugée diluée 10-2 720 1030 


Nombre de plages avec culture 
non centrifugée diluée 102 485 1050 


Culture centrifugée 
numération Coli a x 102 pe 4,9 


Culture non centrifugée 
numération Coli A x 10° 255 6,2 


Numération N_ non 
formolé a x 10? = Os 


ont un rendement a peu prés égal, quand on les mélange au 
phage formolé. Le remplacement du bouillon primitif par du 
bouillon frais n’exerce done aucune influence sur le rendement 
en plages. Celui-ci n’est influencé que par le rapport parti- 
cules/germes. 


B. —- REACTIVATION MULTIPLE HETEROLOGUE. 


Nous rappelons que nous avons ainsi désigné les réactivations 
dues a la coopération de particules de phage formolées et de 
particules irradiées par les radiations ultra-violettes. 

R. A. C. Foster [2] a isolé, a partir des phages T4 et T6, des 
mutants résistants a la trypaflavine. Nous avons eu l’occasion 
d’isoler 4 partir du phage g N un mutant analogue [8, 4], mutant 
que nous avons appelé gT. Grace 4 ce mutant, il nous a été 
possible d’obtenir des réactivations multiples hétéro!ogues homo- 
génes et hétérogénes. Une réactivation multiple hétérologue homo- 
géne est celle obtenue par la coopération de particules formolées 
et irradiées issues d’un méme type de phage, selon le schéma 
(p N form. @N irr.) ou (»T form. pT irr.). La réactivation 
mulliple hétérologue hétérogéne est celle obtenue par la coopé- 
ration de particuies issues des deux types de phage @N et oT 
selon le schéma (»N form. T irr.) ou (pT form. qN irr.). 
Nous avons suivi le comportement de ces diverses réactions en 
milieu trypaflaviné et en gélose ordinaire. 


Experience V. — Rendement en milieu trypaflaviné des quatre 
types de réactivation. 
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Le phage @T avait subi 33 passages en bouillon trypaflaviné. 
Nous lui avons fait subir 3 passages en bouillon ordinaire, le 
dernier passage constituant le stock destiné a ces essais. A ce 
moment un titrage est fait en gélose ordinaire et en gélose trypa- 
pevin ee (gélose ordinaire additionnée de 4 ml d’une solution a 

?,05 p. 100 de trypaflavine par litre). Ce titrage donne, sur gélose 
One , un titre de 3,8.10° et sur gélose brypailavinée 3.10", 
Un stock de @N titre sur gélose ordinaire 1,2.10° et sur gélose 
trypaflavinée 2,6.10". Le titre du @N sur aélose trypallavinée 
est bien plus élevé que celui obtenu lors de nos essais précé- 
dents [3, 4], le @ N ne donnant 4 ce moment que quelques plages 
a la dilution 10—* en milieu trypaflaviné. Nous utilisons actuel- 
lement un milieu & base de Brain Heart Infusion (Difco) ; 
milieu est plus riche que celui utilisé antérieurement et contient 
des substances qui neutralisent une partie de l’effet antiphage de 
la trypaflavine. En possession de ces deux stocks de phage, nous 
avons obtenu, par formolisation et par irradiation, quatre variétés, 
a savoir le @ N formolé, le @N irradié, le » T formolé et le 
@» T irradié. ‘Les mélanges suivants ont élé préparés : 

Tuse 1: 2,5 ml de mT form. dilué 4 10 — dans du bouillon 
contenant de la trypaflavine a quadruple concentration + 2,5 ml 
de @ N irradié non dilué. 

Tuse 2: 2,5 ml de » T form. dilué 4 10 en bouillon trypa- 
flaviné a quadruple concentration + 2,5 ml de @ T irradié non 
dilué. 

Tuse 3: 2,5 ml de gN form. dilué 4 10-* dans du bouillon 
trypaflaviné & quadruple concentration + 2,5 ml de » T irradié 
non dilué. 

Tune 4: 2,5 ml de g N form. dilué a 10~ en bouillon trypa- 
flaviné a quadruple concentration + 2,5 ml de @N irradié non 
dilué. 

Nous ajoutons les témoins suivants : 

Tuse 5: 2,5 ml de mT form. dilué 4 10~ en bouillon trypa- 
flaviné a quadruple concentration + 2,5 ml de bouillon. 


Tuse 6 : 2,5 ml de @ T irradié non dilué + 2,5 ml de bouillon 
trypaflaviné a quadruple concentration. 


Tuse 7: 2,5 ml de @N form. dilué 4 10—~ en bouillon trypa- 
flaviné & quadruple concentration + 2,5 ml de bouillon. 


Tuse 8 : 2,5 ml de @ N irradié non dilué + 2,5 ml de bouillon 
trypaflaviné a quadruple concentration. 

Chaque tube recoit 5 ml d’une culture de Coli W agée de 
5 a 6 heures, ce qui a pour effet de ramener la teneur en trypa- 
flavine du mélange 4 son taux normal ; les mélanges séjournent 
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Au contraire, l'emploi de particules » T donne un nombre de 
plages important. 

L’examen des réactivalions hétérologues hélérogénes nous 
montre que seule la combinaison g T form. + @N irradié donne 
un rendement favorable, la combinaison inverse donnant un 
résultat trés médiocre bien que supérieur a la combinaison de 
deux particules » N. En milieu trypaflaviné, le facteur décisif 
réside donc dans la nature de la particule formolée. S’il s’agit 
dune particule g T, la combinaison avec une particule irradiée 
sera féconde, méme si celle-ci est du qg N. 

Expérience VI. — Cette expérience ne différe de la précédente 
que par l’emploi de milieux liquides et solides ordinaires, non 
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trypaflavinés. On observe, cela va sans dire, des réactivations 
satisfaisantes quelle que soit la combinaison de particules envi- 
sagée (voir tableau V). 

A partir des boites de Petri de chacun des quatre mélanges 
nous avons isolé au fil de platine et repiqué en bouillon ordinaire 
40 plages de bactériophagie, 4 savoir: 40 plages issues du 
mélange g T form. + @N irr.; 40 plages issues du mélange 
» T form. + qT irr. ; 40 plages issues du mélange @ N form. 
+ qT irr. ; enfin 40 plages issues du mélange » N form. + oN 
irr. Nous avons titré ces 160 tubes de bactériophage, simulta- 
nément sur gélose ordinaire et sur gélose trypaflavinée. Vu leur 
ampleur, ces titrages n’ont été faits que sur une seule boite de 
Petri, et non pas en quintuple exemplaires. Les numérations ont 
été faites a des dilutions 4 10—* et 10—’. Pour simplifier, nous ne 
donnons pas ces numérations, mais bien Je rapport entre le 


764 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


nombre de plages sur gélose trypaflavinée et celui sur gélose 
ordinaire. Les quotients ainsi obtenus vont de 0 (aucune plage 
sur gélose trypaflavinée, donc phage sensible a la trypaflavine) 
4 1 (nombre égal de plages sur gélose trypaflavinée et gélose 
ordinaire, donc phage résistant & la trypaflavine). Dans certains 
cas rares, le rapport peut méme dépasser |’unité. L’examen du 
tableau VI et de l’histogramme (fig. 1) établi d’prés ces données 
révele que les 2 x 40 repiquages a partir des réactivations homo- 
genes (p T form. + @ T irr.; @ N form. + @ N ur.) sont extraits 
de populations également homogénes. 

Une de ces populations est constituée de particules sensibles 
a la trypaflavine (mode entre 0 et 0,2), l'autre de particules 
capables de se développer en milieu trypaflaviné (mode entre 
0,8 et 1). Les 40 repiquages (p T form. + q@N irr.) et les 40 repi- 
quages (p N form. + qT irr.) proviennent manifestement d’une 
population de plages qui constitue un mélange de plages sen- 
sibles et de plages résistantes 4 la trypaflavine. Les histogrammes 
présentent deux sommets. La réactivation hétérologue hétérogéne, 
quand elle se déroule dans un milieu indifférent, donne donc 
naissance soit 4 du phage sensible, soit 4 du phage résistant, cette 
sensibilité et cette résistance étant du méme ordre de grandeur 
que celles des particules parentes. Il ne parait donc pas se 
former d’ « hybrides » & résistance imtermédiaire, ou tout au 
moins leur nombre est-il restreint par rapport aux particules 
filles trés sensibles ou trés résistantes. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


I. Le nombre de plages obtenu au cours de la réactivation mul- 
tiple homologue du page @N formolé dépend du rapport par- 
ticules/germes. 

1° La diminution de ce rapport par l’adjonction, au cours de 
la fixation du phage, de quantités supplémentaires de germes 
diminue le nombre de plages. 

2° Des modifications de ce rapport par variation du nombre 
de germes montre qu'il existe une corrélation négative entre le 
nombre de plages et le nombre de germes. 

3° Des modifications de ce rapport par variation du nombre de 
particules de phage montrent qu’il existe une corrélation positive 
entre le nombre de plages et le nombre de particules. 

Il. 1° En miheu trypaflaviné favorable au mutant @ T, le ren- 
dement en plages dans des mélanges hétérologues hétérogénes 
dépend de la qualité de la particule formolée. I] est élevé si cette 
particule est » T, quelle que soit la qualité de la particule par- 
tenaire irradiée. 
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2° En milieu ordinaire, la réactivation hétérologue hétérogéne 
donne naissance & des populations mixtes, formées d’individus 
soit sensibles, soit résistants 4 la trypaflavine. I] ne se forme pas 
Whybrides. 


SUMMARY 


HomoLoGous AND HETEROLOGOUS MULTIPLICITY REACTIVATION 
OF THE BACTERIOPHAGE INACTIVATED BY PHYSICAL AND CHEMICAL AGENTS. 


I. Mutual reactivation of formaldehyde inactivated particles 
depends on the particle/germ ratio. Any process lowering this 
ratio reduces the number of plaques. 

II. A mutant of phage @N, phage @ T, has been used for these 
experiments. This phage multiples in a trypaflavine containing 
medium. In this medium, a good yield of plaques has been 
obtained both in mixtures of formaldehyde inactivated @ T par- 
ticles and ultraviolet light inactivated qT particles, and in 
mixtures of formaldehyde inactivated » T particles and ultraviolet 
light inactivated @ N particles. 

The yield is almost negligible, however, in mixtures of form- 
aldehyde inactivated g N particles and ultraviolet light inacti- 
vated mT particles, and, of course, in mixtures where both 
formaldehyde and ultraviolet light inactivated particles are g N. 

The yield in plaques is decisively influenced by the nature of 
the formaldehyde inactivated particle. 

Forty specimens of phage were obtained from single plaques 
developing in ordinary media, after reactivation experiments 
involving the following mixtures: A. gT form. + @T wr. ; 
Bao |, form. oN ar.: C, .@,N.form:.+ oN. irr. 4 DiegN 
form. + » T irr. 

The 160 specimens of phage were tested on ordinary and on 
trypaflavine media. Only trypaflavine resistant phage was found 
in phages from mixture A, only trypaflavine sensitive phage from 
mixture C. In phage from mixtures B and D both sensitive and 
resistant strains were found in approximately equal proportions. 
Apparently no intermediate hybrid strains are formed. 
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EFFET DES PRODUITS D'HYDROLYSE ENZYMATIQUE 
DU SERUM DE POULAIN SUR LA CROISSANCE 
DES CELLULES DE LA SOUCHE HELA 


par Ph. DANIEL, P. SLIZEWICZ et P. LEPINE (*). 


(Institut Pasteur, Service des Virus {[D™ P. Léprye’) 


INTRODUCTION. 


Il n'a pas encore été possible, méme avec les milieux synthé- 
tiques les plus complexes, de se passer du sérum: dans les 
cultures in vitro, exception faite pour certaines lignées cellulaires 
de la souche L de Earle, qui peuvent survivre et se multiplier 
dans un milieu purement synthétique (Evans {41]) ou semi-synthé- 
tique (Waymouth {2)). 

Carrel et Ebeling [8], ainsi que de nombreux auteurs a leur 
suite, ont montré que le sérum conserve ses propriétés méme 
apres dialyse prolongée. L’ultracentrifugation permet de recon- 
naitre que le principe actif est lié 4 la fraction macromoléculaire 
(Barski, Maurin, Wielgosz et Lépine [4)). 

Quelques chercheurs, dont Carrel, ont méme pu _attribuer 
a certaines fractions protéiques du sérum la totalité ou une partie 
du pouvoir de croissance [5, 6, 7, 8, 9]. 

Aujourd’hui on peut dire avec certitude que le sérum apporte 
des facteurs essentiels non dialysables, liés aux protéines préci- 
pitables par le sulfate d’ammonium ei l’alcool a basse tempéra- 
ture, et qu’on peut sédimenter par ultracentrifugation. Ces fac- 
teurs sont également thermolabiles. 

L’idée que ies facteurs de croissance ne sont pas les protéines 
dans leur partie holoprotéique, mais des groupements actifs qui 
sont transportés par celles-ci, a été souvent émise (Barski et 
coll. [4], Eagle {40]) avec d’autant plus de vraisemblance que de 
nombreuses substances essentielles pour un organisme (hormones, 
vitamines) sont véhiculées de cette maniére. 


C’est pour vérifier cette hypothése que nous avons hydrolysé 


(*) Manuscrit recu le 22 juillet 1957. 
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du sérum par la trypsine d’une maniére aussi peu traumatisante 
que possible, et étudié a lVaide des cellules de la souche HeLa 
action sur la survie. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


1° Les cellules provenaient de la souche HeLa régulicrement 
entretenue sur le milieu a Vhydrolysat de caséine déja décrit [44]. 

Les cultures étaient employées cing a six jours aprés leur 
ensemencement dans des tubes en pyrex, ou dans des lubes 
a lamelles. 

2° iLe milieu de base dans lequel étaient testés les produits 
hydrolyse du sérum était constitué du milieu a l’hydrolysat de 
caséine, complété par Vadjonction des vitamines  suivantes : 
a-tocophérol (1 mg/l), vitamine A (0,01 mg/l), calciférol (0,1 mg/I), 
B,, (0,01 ug/l), méso-inositol (1 mg/l), hypoxanthine (10 mg/l), 
ménadione (0,01 mg/l). 

Ces facteurs, peut-étre inutiles pour la plupart, furent employés 
pour limiter au minimum les risques de carence. 

3° La trypsine employée, d’activité 1/300, provenait de la 
maison Mann. 

4° Hydrolyse du sérum. 

Nous avons utilisé du sérum de poulain, apte a la culture de 
la souche HeLa, auquel nous avons ajouté 20 g de trypsine en 
poudre pour 1000 cm* de sérum selon la technique décrite par 
Blass, Machebceuf, Springel] et Tayeau [42], mais en omettant 
d’ajouter du nitrate de calcium et du cyanure de potassium. 

Aprés filtration stérilisante, le sérum contenant la trypsine 

dissoute était incubé & 37° C pendant dix jours. Dans ces condi- 
tions, les 4/5 des protéines précipilables par lacide trichloracé- 
tique sont hydrolysés et il se forme un précipité blanchatre de 
nature lipidique, dont l’importance croit avec le degré d’hydro- 
lyse. 
- Ce précipilé a été mis a part (fraction I), et le surnageant 
dialysé contre de |’eau bidistillée pendant quatre jours. Le dia- 
lysat obtenu a été isotonisé avec une solution concentrée de 
Earle (fraction II). 

L’hydrolysat restant dans le sac de dialyse était traité par du 
sulfate d’ammonium 4 saturation. Le précipité formé était éliminé 
et le surnageant dialysé contre de l’eau bidistillée jusqu’a élimi- 
nation compléte du sulfate d’ammonium. En dernier heu, le sur- 
nageant était dialysé contre la solution de Earle (fraction IH). 

Nous avons obtenu ainsi trois fractions qui furent testées sur 
les cellules de la souche HeLa : 

a) Un précipité : fraction I; 
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b) Un dialysat : fraction II ; 

c) Une fraction nou dialysable : fraction III. 

Du sérum, provenant du méme lot que celui hydrolysé par ta 
trypsine, fut placé dans les mémes conditions a 387° C pendant 
dix jours et servit de contréle. 


RESULTATS. 


Les trois fractions, employées telles quelles, élaient fortement 
toxiques. ‘Les cultures se nécrosaient en vingt-quatre heures, avec 
des cellules arrondies surchargées de granulations brunatres. 

Cette toxicité disparaissait par deux extractions successives 
a l’éther volume A volume. Ce sont done ces fractions ayant subi 
deux extractions a l’éther qui ont été employées isolément ou 
associées. 

La fraction I est difficile a solubiliser. Seul le mélange alcool- 
éther a parties égales et & chaud, ou une solution saturée d’urée 
peuvent le dissoudre. 

Pratiquement nous avons employé une solution d’urée a 6 ¢ 
p. 100 dans l’eau distillée dans laquelle nous avons ajouté 
0,1 g 100 de précipité. Dans ces conditions, il y a une bonne dis- 
persion du produit. La suspension oblenue peut ainsi étre intro- 
duite a raison de 1 p. 100 dans le milieu de base. 

Le temps de survie n’est pas amélioré avec ce milieu, dont 
l’acidification est trés rapide. Au contraire, la nécrose est un peu 
accélérée par rapport aux cultures témoins. 

La fraction II, employée a la concentration de 20 p. 100 dans 
le mileu de base, précipite la dégénérescence cellulaire. Aprés 
vingt-quatre heures de contact les cellules s’arrondissent. Peu 
a peu la nécrose fait son apparition pour devenir totale en quatre 
jours, alors que le témoin constitué par le milieu de base contient 
une majorité de cellules intactes. Parallélement a cette dégéné- 
rescence accrue, le milieu en expérience s’acidifie plus rapidement 
que le milieu contrélé. 

La fraction III ne contient plus de macromolécule, comme 
permet de le constater l’ullracentrifugation analytique. 

Contrairement aux deux préparations précédentes, la frac- 
tion IT prolonge nettement la survie, lorsqu’elle est employée 
a la concentration de 20 p. 100 dans le milieu de base. Comparées 
aux cultures témoins et A Age égal, les cultures dans ce milieu 
possédent moins de cellules arrondies ou nécrosées, tandis que 
les mitoses sont plus nombreuses (fig. 1 et 2). 

Dans certaines de nos expériences le temps de survie a pu 
ainsi étre doublé. Cependant la concentration de la fraction III 
(trois fois par évaporation) n’améliore pas la qualité du milieu. 


Fic. 1. — Cellules HeLa aprés six jours de culture dans le milieu de base 
(gross. : 240 diamétres). 


Fic, 2. — Cellules HeLa aprés six jours de culture dans le milieu de base 
complété par 20 p. 100 de la fraction HI (gross. : 240 diamétres). 
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La bactopeptone Difco, a la concentration de 5 p. 1000 dans 
le milieu de base, donne les mémes résultats favorables. 


Mélange des fractions I, II et III. — L’association des trois 
fractions prolonge la survie dans la mesure ot la prolonge la 
fraction III. 


Nous avons alors ajouté aux différents milieux préparés 
4 partir des fractions, diverses hormones sléroides qui auraient 
pu ¢étre éliminées au cours de l’extraction a l’éther : désoxycor- 
ticostérone, propionate de testostérone, cestradiol, progestérone 
i la dose de 1 mg/l. De méme l’insuline (10~ U. I./l) et la vaso- 
pressine (20 U.I./l), qui sont détruites par la trypsine, ont été 
essayées comme compléments des milieux testés. Les hormones 
n’ont pas amélioré le temps de survie, mais plutot précipité la 
dégénérescence cellulaire. 


DiscUSSION EL CONCLUSION. 


Nous croyons utile de rapporter ces expériences qui donnent 
des arguments en faveur du role indispensable des protéines du 
sérum, considérées en elles-mémes, pour le maintien et la crois- 
sance des cellules de la souche HeLa, sous réserve toutefois que 
les extractions a4 |’éther n’aient pas enlevé quelque principe actif 
essentie] ou que la trypsine n’ait pas’ détruit. quelque polypeptide 
indispensable comme il en existe pour la croissance de certains 
microorganismes. 


Cetle nécessité des protéines sériques peut s’expliquer par 
Pincapacité qu’ont les cellules cultivées in vitro de synthétiser 
certaines molécules complexes qui doivent étre captées, prétes 
& l’emploi, 4 la maniére d’une vitamine. 

Cette maniére de voir peut prendre appui sur certaines 
recherches de Francis et Winnick [43] qui ont montré que de 
grosses molécules protéiques du milieu nutritif sont incorporées 
directement dans les cellules de l’embryon de poulet en culture. 


Mais il devient alors difficile d’expliquer comment de nom- 
breuses espéces cellulaires, cellules de souche ou méme cellules 
de premiére explantation, peuvent étre adaptées A des sérums 
hétérologues qui permettent de trés bonnes croissances. 


Ceci améne a penser que l’action du sérum est de nature non 
spécifique, comme est celle du complément, de la properdine, 
des facteurs antitrypsiques, etc. Peut-étre, comme l’a sucoéré 
Vann [44], les protéines du sérum agissent-elles par leurs pro- 
priétés tensio-actives au niveau de la membrane cellulaire, ou par 
une exaltation de la perméabilité de cette membrane, ou par les 
deux mécanismes a la fois? Pour essayer de répondre a ces 
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questions, il convient de caractériser aussi précisément que pos- 
sible les protéines responsables de la croissance. 


Riétsume. 


Le sérum de poulain, hydrolysé par la trypsine, perd la pro- 
priété d’assurer la survie et la croissance des cellules de !a 
souche HeLa. Seule la fraction non dialysable et qui n’est pas 
précipitée par le sulfate d’ammonium permet d’augmenter sen- 
siblement le temps de survie par rapport au milieu témoin. 
L’adjonclion de diverses hormones n’améliore pas les résultats. 


SUMMARY 


THE EFECT OF ENZYMATIC HYDROLYSIS PRODUCTS OF FOAL SERUM 
ON THE GROWTH oF HeLa cELLs. 


Foal serum, when hydrolysed by trypsin, becomes unable to 
allow survival and growth of HeLa cells. The non dialysable 
fraction, which is not precipitated by ammonium sulfate, is alone 
able to increase the survival time. The addition of different 
hormones does not modify the results. 
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L’ACTION DE LA RIBONUCLEASE 
SUR LA MULTIPLICATION DU VIRUS DE LA GRIPPE 


par J. LE CLERC (*). 


(Laboratoire de Morphologie Animale, Université de Bruzelles) 


I. — INrRODUCTION. 


L’existence d’un hen entre Vacide ribonucléique (ARN) et !a 
synthése des protéines résulte de nombreux faits expérimentaux, 
que Brachet [41, 2] a réunis et discutés récemment. 

Basée d’abord sur des observations d’ordre cytochimique, 
confirmée ensuite par des mesures quantitatives, celte idée a recu 
un nouvel appui a la suite d’expériences réalisées au moyen de 
la ribonucléase [8]. Cet enzyme, qui dégrade spécifiquement 
PARN, pénétre dans de nombreuses cellules vivantes. Il y pro- 
voque, d’une facon générale, l’arrét des synthéses protéiques. Cet 
arrét se traduit par le blocage des mitoses dans les ceufs d’amphi- 
biens en voie de segmentation [4] et dans les cellules de tumeurs 
créant une ascite [5], l'arrét de la croissance des pointes de racines 
d’oignons [6], inhibition de l’incorporation d’acides aminés mar- 
qués dans les protéines chez les amibes [7]. 

Puisque l’intégrité de ARN parait indispensable au maintien 
des synthéses protéiques, on pouvait supposer que la ribo- 
nuciéase affecterait la multiplication du virus de la grippe. Selon 
Ada et Perry [8], les propriétés infectieuses de ce virus, qui est 
dépourvu d’acide désoxyribonucléique, seraient liées a PARN. 

Deux arguments plaident en faveur de cette hypothése : !< 
teneur d’une suspension de virus en ARN est proportionnelle au 
rapport pouvoir infectant/pouvoir hémagelutinant, c’est-a-dire au 
nombre de particules « complétes » présentes dans la suspension. 
D’autre part, les différents types sérologiques de virus A et B se 
distinguent par des ARN de compositions différentes [9}. 1 
semble done que les 0,8 p. 100 d’ARN que contient le virus 
fassent partie inlégrante des particules virulentes et soient res- 
ponsables de la spécificite antigénique et du pouvoir infectieux, 
comme c’est le cas pour les virus des végétaux. 


(*) Manuscrit recu le 18 juillet 1957. 
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Gierer et Schramm [40] et Fraenkel-Conrat et Williams [44] ont 
clairement montré, en effet, que les propriétés infectieuses du 
virus de la mosaique du tabac dépendent de son filament axial, 
qui est formé d’ARN. En outre, Caslerman et Jeener [12, 43] 
ont constaté que la ribonucléase, lorsqu’elle est infiltrée dans les 
feuilles de tabac, inhibe la multiplication du virus; elle agit 
sans doute en dégradant |’ARN, responsable des propriétés géné- 
liques du virus, au moment oti celui-ci a pénétré dans la cellule 
réceptrice. 

C’est a la suite de ces travaux que nous nous sommes pro- 
posé d’étendre au virus de la grippe les observations de Cas- 
terman et Jeener. Nous avons effectivement observé une action 
inhibitrice de la ribonucléase. Nous avons alors tenté d’éclaircir 
le mécanisme de cette inhibition en étudiant le moment ou agit 
enzyme, l’effet de la ribonucléase sur Ja cellule-hdte, le méta- 
bolisme de Vacide nucléique dans la cellule infectée. 

Ajoutons que Barski et Cornefert [44] ont constaté que la ribo- 
nucléase réduit de facon importante la synthése du virus polio- 
myélitique dans les cultures de cellules rénales de singe. Ce 
virus est également de nature ribonucléoprotéique. 


Il. — MateRicn Er MmiTHoDEs. 


Culture du virus grippal « in vilro »: La technique utilisée était 
celle de Tamm, Folkers et Horsfall [45]. La membrane chorioallantoi- 
dienne (MCA) d’embryons de poulets Agés de 12 a 14 jours était 
découpée en quatre fragments, placés chacun dans 1 ml de solution 
saline de Hanks. Le virus (souche PR8) était ajouté dans le milieu 
de culture 4 la concentration de 10?-10* DL50/ml1 environ. L’incubation 
des fragments était effectuée a 37°C, en agitant horizontalemnet les 
tubes. Le virus a été titré dans le milieu de culture. 


Titrage du virus: Le pouvoir hémagglutinant a été titré par la 
méthode de Salk [46] ou celle, plus précise, de Horsfall et Tamm [47]. 
Le titre a été exprimé par l’inverse de la dilution la plus élevée qui 
permet d’obtenir une hémagglutination bien visible. 

Pour titrer le pouvoir infectant, la suspension était diluée de dix en 
dix fois et 0,1 ml de chaque dilution était inoculé dans la cavité allan- 
toique de 4 4 6 embryons de 12 jours. La présence d’hémagglutinine 
était recherchée au bout de quarante-huit heures d’incubation et le 
titre calculé par la méthode de Reed et Muench [48]. 

Ribonucléase : Des préparations cristallisées (Armour et G. B. I.) 
ont été mises en solution directement dans Je milieu de culture 
stérile ; elles ont parfois été pasteurisées en solution concentrée dans 
de l’eau acidifiée & pH 5, par deux chauffages 4 80° C, 4 vingt-quatre 
heures d’intervalle. L’activité enzymatique de la solution a été vérifiée 
avant chaque expérience par la méthode de Kunitz [49]. 

Lorsque ses groupes actifs ont été oxydés, la ribonucléase n’est plus 
capable de dépolymériser 1’ARN ; elle constitue alors un_ précieux 
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élément de controle dans les expériences ou 1]’on s’inléresse a son 
action enzymatique spécifique [20]. 

L’enzyme a été oxydé par H,O, 2M, en présence de sulfate ferreux 
10-+M ; l’excés d’eau oxygénée était détruit en ajoutant quelques 
cristaux de catalase. 

Incorporation de la phénylalanine —™%C dans les protéines : Chaque 
fragment de membrane chorioallantoide était placé dans 1 ml de solu- 
tion de Hanks contenant 2 uc de phénylalanine radioactive. Aprés une 
durée d’incorporation déterminée, a 37° C, ils étaient lavés plusieurs 
fois, puis homogénéisés dans l’acide trichloroacétique (TCA) a 5 p. 100. 
Le précipité était délipidé a l’alcool-éther ; un aliquot était alors étalé 
sur un papier filtre, afin de mesurer sa radioactivité. L’azote a été 
dosé sur un aliquot par la méthode de Kjeldahl, aprés minéralisation. 

La radioactivité est exprimée en coups/minute/10 wg azote. 

Incorporation d’adénine —"C dans ARN : Des fragments de MCA ont 
été plongés dans la solution physiologique contenant 2 yc d’adénine 
radioactive par millilitre. Apres une incorporation de durée déter- 
minée, 2 37° C, chaque fragment a été lavé soigneusement en présence 
d’adénine normale, puis homogénéisé dans 1 ml] d’éthanol-HCl 
OR a 00: 

La radioactivité de l’adénine libre et des précurseurs de l’ARN, pré- 
sents dans la fraction acido-soluble, a été mesurée dans le surnageant 
évaporé a sec sur une lamelle de verre. Les lamelles ont été éluées 
dans 0,5 ml d’HCl 0,1N et les quantités d’ARN correspondantes ont 
été dosées au spectrophotométre 4a 262 mu. 

Le précipité par l’éthanol-HCl était lavé avec HCl puis délipidé ; 
YARN était alors extrait par 1 ml de TCA 10 p. 100 a 100° C pendant 
vingt minutes. L’extrait était ensuite débarrassé de l’acide trichloro- 
acétique au moyen d’éther, puis évaporé sur une lamelle de verre, afin 
de mesurer sa radioactivité. Les lamelles étaient éluées dans 1 ml 
d’HCl 0,1 N, et ARN était dosé au moyen du réactif a l’orcinol [24]. 

La radioactivité a été exprimée en coups/minute/10 pg ARN. 

Incorporation d’adénine —"C et d’acide orotique —"C dans les frag- 
ments de MCA; Le métabolisme de 1’ARN a été étudié d’une maniére 
comparative, au moyen de ces deux précurseurs radioactifs, dans la 
membrane infectée par le virus grippal, en présence ou en l’absence 
de ribonucléase ; des fragments de MCA non infectés, soumis ou non 
4 Vaction de l’enzyme, ont été analysés parallélement. 

On a placé dans chaque tube & essais, contenant 2,5 yc d’adénine et 
0,7 wc d’acide orotique dans 1 ml de solution physiologique, un frag- 
ment de MCA. Aprés quinze minutes d’incubation, destinées 4 élever 
les valeurs des radioactivités spécifiques, la suspension de virus et ta 
ribonucléase (Armour, 0,4 mg/ml) ont été ajoutées dans les différents 
tubes. L’incubation était poursuivie A 37°C, en tubes roulants, pen- 
dant quinze, trente, soixante et cent vingt minutes. Chaque fragment 
était alors soigneusement lavé et égoutté sur un papier filtre, puis 
broyé dans 1 ml d’éthanol-HCl 0,1 p. 100. La centrifugation a permis 
de séparer la fraction acido-soluble du précipité nucléoprotéique. 

Radioactivité spécifique globale de V’ARN et des précurseurs acido- 
solubles ; Aprés avoir délipidé les nucléoprotéides par trois lavages 
a Valcool-éther-chloroforme (2/2/1), VARN était extrait dans 1 ml 
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NaOH 0,1 N a 37°C pendant vingt heures. L’acide désoxyribonucléique, 


extrait en méme temps, a été précipité en acidifiant 4 0° C par HCl 
jusqu’a concentration finale 1N [22]. 


La radioactivité, mesurée au compteur sur un aliquot de l'extrait, 


a été rapportée a la quantité correspondante d’ARN mesurée au spectro- 
photométre & 260 my. 

La fraction acido-soluble (0,5 ml) a été trailée par 3 ml de chloro- 
forme, afin de la débarrasser des lipides et des protéines. 

La radioactivité d’un aliquot a été rapportée & la densité optique 
d’un aliquot équivalent, mesurée au spectrophotométre a 262 my. Ce 
rapport exprime la radioactivité spécifique globale des précurseurs 
puriques et pyrimidiques présents dans la fraction acido-soluble. 

Radioactivité spécifique des purines: L’extrait acido-soluble ct 
Vextrait ribonucléique ont été chauffés quinze minutes 4 100° C, dans 
HCI N, pour libérer les purines. Celles-ci ont alors été précipitées par 
Ag+ en milieu alcalin [23]. Le précipité purique a été centrifugé 
aprés une nuit, lavé, puis dissous dans 0,5 ml d’HCl N & 100° C. 

La radioactivité spécifique des extraits a été évaluée comme précé- 
demment, en rapportant la radioactivité totale d’un aliquot a la den- 
sité optique correspondante, mesurée au maximum d’absorption, c’est- 
a-dire 4 255 mw. 


IIT. — Re&suLnrats EXPERIMENTAUX. 


A. ACTION DE LA RIBONUCLEASE SUR LA MULTIPLICATION DU VIRUS 
GRIPPAL. — 1° La ribonucléase est présente dés le moment de 
Vinfection. — Des fragments de MCA ont été mis en présence 
de la ribonucléase et du virus grippal simultanément, dans la 
solution saline de Hanks. Tandis que la quantité d’hémagglutinine 
libérée dans le milieu augmentait au cours de Vincubation en 
présence de ribonucléase oxydée, elle est restée cons!ante dans 
les tubes contenant la ribonucléase active (0,1 mg/ml GBI et 
0,6 mg/ml Armour dans les deux expériences représentées par la 
figure 1). Cependant, la multiplication du virus n’est pas toujours 
bloquée aussi complétement : la ribonucléase Armour (0,4 mg/m!) 
n’a exercé, dans l’expérience représentée par la figure 2, qu'une 
inhibition de 50 p. 100, tant en ce qui concerne le titre infectant 
que le titre hémagglutinant du virus synthétisé. 

Le taux d’inhibition semble dépendre a la fois de la concentra- 
tion de l’enzyme, de l’échantillon utilisé et de son « vieillisse- 
ment ». Ledoux et Brachet [24] ont observé aussi des différences 
marquées dans les effets biologiques exercés sur divers organismes 
(amibes, pointes de racines d’oignons, cellules du carcinome 
d’Ehrlich) par différentes préparations commerciales de ribonu- 
cléase, méme si leurs activités enzymatiques in vitro sont équiva- 
lentes. D’autre part, le « vieillissement » de la ribonucléase 
Armour, quia été étudié par Ledoux [25]. s’accompagne de Vappa- 
rition progressive de nouvelles fractions protéiques, d’activite 
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enzymatique faible, séparables par chromatographie. Il est pro- 
bable que la présence de ces ee plus ou moins modifiées 
change le comportement de enzyme vis-a-vis des constituants 
cellulaires et du virus grippal ; on s’explique peut-étre ainsi les 
inhibitions partielles obtenues par Barski et Cornefert [44] sur le 
virus de la poliomyélite, et par Tamm [26] sur les souches de 
virus grippal Lee et PRS. 


2° La ribonucléase est ajoulée a différents moments du cycle 


infectieux. — La suspension de virus et 0,1 ml d’une solution de 


‘ Fi o 6 heures 
Tetewall 2h lent s gales le dt ton ds vires Ai de (ou ri banca cas¢ 
P 
Fic. 3. — Action de la ribonucléase 4 différents moments du cycle infectieux : 


a) in vitro, b) in vivo. Témoins (x). Traités (0). 


ribonucléase 4 8 mg/m] (Armour) ont été inoculées dans la cavité 
a!lantoique de l’ceuf embryonné de 12 jours. Les deux injections 
ont été faites successivement, par un orifice pratiqué dans !a 
coquille. Aprés vingt-quatre heures d’incubation a 37° C, la quan- 
tité de virus présente dans le liquide allantoique a été titrée 
(fig. 3 b). 

Le méme type d’expérience a été réalisé in vitro avec des 
fragments de MCA, placés dans 1 ml de solution saline ; la ribo- 
nucléase (0,5 mg/m] GBI) était ajoutée en méme temps ou aprés 
le virus. Le pouvoir hémagglutinant du virus présent dans te 
mi'ieu extérieur était titré au bout de vingt-quatre heures d’incu- 
bation (fig. 3 a). 

On peut conclure de cette expérience que l’enzyme inhibe ! 
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multiplication du virus, 4 la condition d’étre introduit au cours 
des deux premiéres heures qui suivent 1|’infection. 

D’autre part, si le virus et Ja ribonucléase sont mis au méme 
moment en présence de la MCA, et si le tissu est lavé aprés une 
heure d’incubation puis rep!acé dans 1 ml de solution saline 
normale, le titre alteint par le virus au bout de vingt-quatre heures 
est égal a celui trouvé pour les témoins. Le virus peut donc étre 
adsorbé et pénétrer dans les cellules en présence de ribonucléase : 
c’est done probablement une phase intracellulaire du développe- 
ment du virus qui est sensible a l’enzyme. 


B. — AcTION DE LA RIBONUCLEASE SUR LES CELLULES-HOTES. — 
Nous avons éludié le métabolisme des ce!lules de la MCA aprés 
le traitement par la ribonucléase, du point de vue de la synthése 
du virus, du renouvellement des protéines et de ?ARN. On pou- 
vait supposer, en effet, que linhibition de la muttiplication du 
virus serait la conséquence d’une dégradation de l’ARN _intra- 
cellulaire, ou d’une modification de son métabolisme telle que la 
synthése du virus n’y soll plus possible. 


1° Synthése du virus. — Des fragments ont été plongés pen- 
dant une heure a 37°C dans une solution de ribonucléase 
(0,4 me/ml._G. B.T.). 

Les témoins étaient mis en présence de enzyme a l'état oxydé, 
jd la méme concentration. 

Aprés un lavage de trente minutes 4 37° C dans la solution de 
Hanks, les fragments ont été infectés et Vincubation a eu lieu 
a 37° C. Le pouvoir hémagglutinant a été titré au cours du temps 
dans le milieu de culture. Les résultats de deux expériences 
identiques (fig. 4) ont montré que la multiplication du virus se 
produit dans les fragments qui ont subi une préincubation dans 
Ix ribonucléase, 4 la méme vitesse que dans les témoins, mais la 
phase de la'ence est pro‘ongée. La quantité finale de virus syn- 
thétisé est la méme dans les deux cas. 


2° Renouvellement des proléines. — Comme dans |’expérience 
précédente, des fragments de MCA ont subi une préincubation de 
une heure dans la ribonucléase, puis un lavage; ils ont été 
ensuite mis en présence de phénylalanine radioactive. La vitesse 
d’incorporation de l’acide aminé dans les protéines ne semble 
pas avoir élé modifiée par la ribonucléase. 


3° Renouvellement de TARN. — Dans ce but, c’est l’incorpo- 
poration d’adénine —*C dans l’ARN des cellules de la mem- 
brane chorioallantoidienne, traitée préalablement par la_ ribo- 
nucléase, que nous avons étudiée au cours du temps. 
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Bien que la radioactivité spécifique globale des précurseurs 
acido-solubles s’éléve beaucoup plus rapidement dans les frag- 
ments traités 4 la ribonucléase, l’adénine y est incorporée plus 
lentement dans l’ARN. Par conséquent, le taux de renouvel- 
lement 4 un moment donné, exprimé par le rapport entre les 
radioactivités spécifiques globales de l’ARN et de la fraction 
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acido-soluble, est plus faible dans les fragments traités par 
Venzyme (fig. 5). 
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Cette modification du métabolisme provoquée par la ribo- 
nucléase ne s’accompagne pas, pour autant que la précision des 
dosages permette d’en juger, d’une dégradation de l’ARN ou 
d’une modification de sa composition chimique. 

En effet, le rapport quantitatif entre les bases puriques et les 
nucléotides pyrimidiques de l’ARN séparés par chromatographie, 
nest pas changé de facon appréciable aprés un traitement de 
deux heures par la ribonucléase. 
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Fic- 5. — Incorporation d’adénine —!4C dans la MCA normale (x) et traitée 
une heure par la ribonucléase (0). — 1, Radioactivité spécifique globale de 


VARN ; 2, Radioactivité spécifique des précurseurs acido-solubles ; 3, Pourcentage 
dincorporation dans VARN. 


C. ACTION DE LA RIBONUCLEASE SUR LE METABOLISME DE L’ARN 
AU COURS DES DEUX PREMIERES HEURES DE L’INFECTION. — Nous 
nous sommes alors intéressée au métabolisme de ]’ARN dans les 
cellules infectées en présence de ribonucléase, pendant les deux 
heures qui suivent l’addilion du virus; nos expériences indi- 
quaient, en effet, que c’est pendant cette période initiale que 
enzyme géne la synthése du virus. Nous avons tiré parti du 
fait que l’adénine est un précurseur des purines tandis que l’acide 
orotique est utilisé pour la formation des pyrimidines des acides 
nucléiques, pour étudier simullanément le métabolisme des 
purines et celui des pyrimidines dans les fragments de MCA 
infectés et normaux, en présence et en l’absence de l’enzyme. 
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Fic. 6. — Pourcentage de renouvellement de l’adénine et de l'acide orotique 

dans l’ARN de la MCA normale (©), en présenec de ribonucléase (A ),en présence 

du virus grippal (0) et en présence de l’enzyme et du virus (x). La fléche 
indique le moment d’addition de Ja ribonucléase et du virus. 
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et en présence de l’enzyme et du virus (x). 
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Les figures ci-jointes résument les résultats de cette experience. 

Le rapport entre la radioactivité spécifique de ARN et celle 
des précurseurs acido-solubles, qui exprime le pourcentage de 
renouvellement (fig. 6) rend compte de l’activité métabolique for- 
tement accrue de ARN, tant en présence de la ribonucléase 
qu’en présence du virus. La similitude des effets provoqués par 
enzyme et par le virus est frappante, qu’il s’agisse de ARN 
global ou des purines, dont le taux de renouvellement est exprime 
dans la figure 7. 

Cette analogie curieuse suggére que, peut-étre, J’infection 
erippale s’accompagnerait d’une activation de la ribonucléase 
intracellulaire. Cette hypothése est 4 l'étude actuellement. 

Remarquons encore (fig. 7) que la ribonucléase intensifie net- 
tement le métabolisme des purines quand le virus est présent dans 
les cellules. Cette observation permettra peut-étre de mieux 
comprendre le mode d’action de l’enzyme sur la synthése du virus. 


IV. — Discussion ET CONCLUSION. 


La ribonucléase exerce une action inhibitrice sur la multiph- 
cation du virus de la grippe, au cours des quatre-vingt-dix a cent 
vingt minutes qui suivent le moment ow les cellules sont infectées. 
I’inhibition porte 4 la fois sur la synthése des particules hémag- 
glutinantes et infectantes ; elle ne s’obtient que lorsque la ribo- 
nucléase se trouve sous sa forme réduite. 

L’enzyme n’inactive pas les particules virulentes en suspension 
dans le milieu extracellulaire; il n’empéche, semble-t-il, mi 
adsorption, ni la pénétration du virus dans les cellules récep- 
trices. 

Envisageons maintenant les différentes hypothéses susceptibles 
d’expliquer le mode d’action de la ribonucléase dans nos expé- 
riences, 


a) Action directe de Venzyme sur l1ARN du virus. — L’ARN 
du virus grippal semble étre protégé par une enveloppe pro- 
téique : la ribonucléase, en effet, est sans action sur les particules 
virulentes isolées ; on sait que celles-ci apparaissent, au micro- 
scope électronique, comme des sphéres limitées par deux enve- 
loppes de densités différentes [27]. 

‘La ribonucléase pourrait dégrader ARN du virus au moment 
oti les particules, apres avoir pénétré dans les cellules, se disso- 
cient (phase d’éclipse). L’enzyme cesserait d’étre actif a partir 
du moment ott PARN aurait accompli son role de modéle géné- 
tique, ¢’est-a-dire une heure trente & deux heures aprés le début 
de Pinfection. Ce moment correspond, & peu prés, A l’apparition 
de Vantigéne « soluble ». 
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b) Action de la ribonucléase sur la cellule-héte. — Comme dans 
les racines d’oignons, les amibes et les cellules cancéreuses, !a 
ribonucléase endommagerait les mécanismes de synthéses pro- 
iéiques et nucléiques dans la membrane chorioallan‘oide ; elle 
empécherait, en particulier, la synthése des constituants du virus. 

Cette interprétation ne cadre pas avec le fait que des fragments 
de membrane prétraités par l’enzyme, ot le métabo'isme de 
ARN est pourtant altéré, effectuent une synthése quasi normale 
de virus. Celte hypothése nous parait donc A rejeter. 


c) Action de la ribonucléase sur des processus métaboliques 
particuliers qui accompagneraient les premieres phases de I’ infec- 
tion. — En 1954, Hershey [28] a remarqué que, dés le moment 
de la pénétration des phages dans les bactéries, une petite frac- 
tion de ARN bactérien se dislingue par une activité métabo- 
hque trés intense. 

Peu aprés, Jeener [29] a exprimé l’idée que |’ARN intervien- 
drait dans la multiplication des phages. Des observations faites 
sur B. megaterium lui ont suggéré que la ribonucléase serait 
capabie d’empécher, non pas la maturation du prophage en 
phage, mais la synthése des protéines du phage : l’acide désoxy- 
ribonucléique du phage, injecté dans la bactérie, ferait apparaitre 
des molécules spécifiques d’ARN. Celles-ci, 4 leur tour, joue- 
raient un réle dans la synthése des protéines du phage. 

Les résultats de Volkin et Astrachan [80] ont confirmé cette 
idée : ils ont constaté, en effet, que, dans la bactérie infectée, le 
phosphore des acides adénylique et uridylique est renouvelé plus 
rapidement que celui des autres nucléotides : il s’agirait de la 
synthése d’un type particulier d’ARN. 

L’étude de l’incorporation simultanée d’adénine et d’acide oro- 
tique dans les fragments de la membrane chorioallantoide nous 
a permis de mettre en évidence une activité mélabolique intense 
de ?ARN, peu aprés la pénctration du virus grippal. 

Lorsqu’elle est ajoutée aux cellu'es infectées, la ribonucléase 
provoque une accélération du métabolisme des pyrimidines (on 
sait que l’enzyme intervient au niveau des haisons entre nucléo- 
tides pyrimidiques {84]) ; elle entraine, en outre, une incorpora- 
tion plus rapide de l’adénine dans l’ARN. 

Sans que nous puissions préciser la signification de ce méta- 
bolisme intensifié des purines, nous croyons pouvoir conclure 
a un effet direct de l’enzyme sur ARN de la cellule infectée. 
Ii est possible que les modifications apportées au métabolisme 
de YARN, 4 ce stade précoce de |’infection, expliquent V’inhibi- 
tion de la synthése du virus grippal par la ribonucléase. 

Nous retiendrons cependant qu’une altéralion directe de l’ARN 
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des particules virulentes, aprés qu’elles ont pénétré dans la 
membrane, reste trés probable. 


RESUME. 


La multiplication du virus grippal (PR8) est inhibée par Ja 
ribonucléase sous sa forme réduite, enzymatiquement active. 
Pour que cette inhibition ait lieu, la présence de |’enzyme est 
requise & un moment assez précis du cycle infectieux, qui se 
situe entre une et deux heures aprés le début de |’infection, c’est- 
-dire pendant la phase d’éclipse. Les autres phases du cycle 
paraissent insensibles & Vaction de la ribonucléase. 

Des membranes chorioallantoidiennes traitées par la_ ribo- 
nucléase, puis lavées avant |’addition de virus, synthétisent nor- 
malement de nouvelles particules infectantes, malgré une alté- 
ration marquée du métabolisme de ARN. Ainsi, l’influence 
inhibitrice de la ribonucléase doit relever d’une action directe, 
s’exercant soit sur ARN du virus intracellulaire, au moment ov 
celui-ci se dépouille de son enveloppe protéique protectrice, soit, 
peut-étre, sur certains processus du métabolisme ribonucléique 
déclenchés par Ja pénétration du virus a V’intérieur des cellules. 


SUMMARY 


THE ACTION OF RIBONUCLEASE ON THE INFLUENZA VIRUS SYNTHESIS. 


The multiplication of influenza virus (PR8) is inhibited by 
reduced ribonuclease, enzymatically active. 

For this inhibition to be observed, the presence of the enzyme 
is required at a proper moment of the infective cycle, between 
| and 2 hours after the beginning of the infection, viz. during 
the eclipse phase. The other phases of the cycle do not seem 
to be affected by the ribonuclease. 

Chorioallantoic membranes treated by ribonuclease and washed 
before the virus is added, synthesize normally infective particles. 
although the metabolism of the RNA is markedly altered. The 
inhibitory influence of the ribonuclease must depend on a direct 
action of the enzyme, either on the viral RNA when it comes out 
of its proteic shell, or, maybe, on certain processes of the RNA’s 
metabolism promoted by the entry of the virus in the host cells. 
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POSITION TAXONOMIQUE DE M/CROCOCCUS 
(COCCOBACCILLUS) MYCETOIDES CASTELLANI 1942, 
AGENT ETIOLOGIQUE DE L’'ULCERE TROPICALOIDE 
(ULCERE DE CASTELLANI) 


par V. ORTALI et L. CAPOCACCIA (*). 


(Istituto Superiore di Sanita di Roma 
et Clinica Tropicale Universita di Roma) 


Durant la derniére guerre mondiale, il y eut parmi les troupes 
opérant en Afrique de nombreux cas d’ulcération contagieuse de 
la jambe que les médecins locaux ont appelée ulcére tropical. 


Castellani la distingua de lulcére tropical proprement dit et 
iui donna le nom d’ulcére tropicaloide ; en effet, Pulcére tropical 
vrai est habituellement unique, profond et tendant au phagédé- 
nisme, tandis que l’ulcére tropicaloide est multiple et superficiel. 
Il la distingua aussi de Vulcére du Veld, qui est d’origine diphté- 
rique et répond immédiatement au sérum anti-diphtérique. Dans 
la vésicule initiale, précédant le processus ulcératif, Castellani 
trouva toujours en culture pure un microorganisme polymorphe 
qu’il appela Micrococcus (Coccobacillus) mycetoides. Avec des 
cultures pures de ce microorganisme il reproduisit expérimenta- 
lement, chez des volontaires, lVulcération typique. Des cas 
autochtones de lulcére tropicaloide ont été trouvés en Italie 
par Castellani, Servino, Capocaccia et d’autres auteurs. 

Au cours des derniéres années, nous avons effeciué une série 
de recherches, en employant aussi la microscopie électronique, 
dans le but de préciser la position taxonomique du microorga- 
nisme découvert par Castellani. 


Nous avons étudié cinq souches, dont trois isolées en Afrique 
du Nord et deux en Italie. Les cinq souches ont présenté les 
mémes caracteres morphologiques, culturels et biologiques. 


(*) Manuscrit recu le 12 aout 1957. 
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Caracléres morphologiques et tinctoriaur. — Le microorga- 
nisme se présente dans les lésions comme un petit coccus ou 
coccobacille, généralement Gram-négatif. En culture, on trouve 
des formes coccoides, coccobacillaires et bacillaires, et le micro- 
organisme devient généralement Gram-positif ou présente des 
périodes irréguli¢res Gram-posilives ou négatives. Dans _ les 
« mulieux riches », comme la gélose glucosée ou la gélose a la 
caséine, les « bacilles » prédominent et peuvent étre les seules 
formes présentes. Ils se montrent alors sous forme de bAtonnets, 
quelquefois légérement incurvés, non sporogénes, immobiles, 
longs de 1, 2 ou 8 yp, larges de 0,3 4 0,5 p; la plupart sont Gram- 
positifs. Quelquefois, dans les cultures sur sérum de Leeffler, 
quelques éléments peuvent montrer un léger degré d’acido-résis- 
tance, disposée en bandes et ne comprenant jamais toule la 
cellule. La coloration d’Albert met trés souvent en évidence deux 
grosses granulations colorées en noir acajou, quelquefois trois 
et méme quatre (corpuscules métachromatiques, corpuscules 
polaires). L’examen au microscope électronique montre trés bien 
ces corpuscules et cerlains bacilles trés longs, divisés par deux 
ou méme trois parois, suggérant les formations multicellulaires 
de Bisset. On ne voit jamais de capsules ou de parois muqueuses 
entourant Jes cellules, ou de cils. 


Cultures. — L’ensemencement du contenu de la vésicule initiale 
encore intacte sur gélose simple ne donne généralement aucune 
colonie, mais si on emploie la gélose trypsinée, de petiles colo- 
nies se développent, ressemblant a des colonies de streptocoques. 
Par la suite, le microorganisme s’adapte rapidement a tous les 
milieux usuels et sur les « milieux riches », comme par exemple 
la gélose glucosée ou la gélose a la caséine Difco, il produit un 
beau pigment jaune or ou jaune verdatre, qui ne diffuse pas dans 
Je milieu. Sur ces milieux, les colonies iso!ées sont arrondies, 
légérement filantes, alteignant un diamétre d’a peu prés 1 mm ; 
leur taille n’augmente plus aprés le troisicme jour. Le micro- 
organisme est un anaérobie facultatif, mais i] pousse mieux en 
aérobiose. 


Eau peptonée et bouillon. — Développement pauvre en eau 
peptonée avec léger trouble. Développement trés abondant en 
bouillon glucosé avec trouble important; aprés quelques jours, 
il se forme un sédiment jaunatre. Pas de pellicule. A |’examen 
microscopique de ces cultures, le microorganisme montre sou- 
vent une forme coccoide et les cellules peuvent étre disposées 
deux 4 deux, ou en groupes, ou méme en petites chainettes. 


Gélatine. — Pas de liquéfaction. 
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Sérum coagulé. — Pas de liquéfaction. 
Lait. — Ni acide, ni coagulation, ni peptonisation. 


Action fermentaire. — Trés faible. Il n’y a jamais de fermen- 
tation gazeuse. Production lente d’acide en milieu glucosé, pas 
évidente avec les autres sucres et d’aulres substances que nous 
avons essayées : lévulose, maltose, D-mannose, arabinose, lactose, 
adonitol, amidon, arbutine, cellobiose, dextrine, dulcite, érythrite, 
esculine, galactose, glycogéne, inositol, mannite, mélibiose, 
mutose, raffinose, I-raffinose, D-raffinose, D-ribose, saccharose, 
I-sorbose, tréhalose, xylose. 


Auzanogramme. — Avec les méthodes auxanographiques de 
Beijerinck nous avons trouvé que les cing souches utilisent !e 
lévulose et le tréhalose en plus du glucose. Les substances 
essayées ont été les mémes que celles que nous avons employées 
pour éludier l’action fermentaire. 


Autres caractéres biologiques. — Les cinq souches ont montré 
les mémes caractéres : indole, négatif ; Vosges-Proskauer, négalif : 
rouge-méthyle, négatif ; réduction des nitrates (méthode Griess), 
absente ; phosphatase (méthode Braunn-King), positive ; uréase 
(méthode Ortali-Samerani), absente ; coagulase (méthode Cruick- 
shank), absente. 


Sérologie. — En inoculant au lapin des suspensions de micro- 
organisme nous avons obtenu des sérums qui ont agglutiné les 
cing souches a |’étude a haute dilution et a4 peu prés au méme 
titre. Ces sérums n’ont agglutiné aucun des Corynebacterium de 
notre collection (cultures homogénéisées). Les sérums préparés 
avec ces bactéries, y compris le sérum antidiphtérique, n’ont pas 
agglutiné le mycetoides. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Corynebacterium mycetoides. Souche n° 1. Cultures de 48 heures sur 
Léffler. Formes bacillaires avec granules (coloration d’Albert) x 2 000. 


Fic, 2. — Corynebacterium mvycetoides. Souche n° 2 observée au microscope 
électronique. Préparation métallisée. On voit les granules polaires. % 16000. 
Fic, 3. — Corynehacterium mycetoides. Souche n° 1 observée au microscope 
électronique. Préparation métallisée. Le batonnet ires long, au centre, présente 
une structure rappelant la formation multicellulaire de Bisset. 
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Antibiogramme. — Toutes les souches se sont comportées de 
la méme maniére : presque insensib!es a la pénicilline, médiocre- 
ment sensibles 4 la chloromycétine, a la terramycine et a l’auréo- 
mycine, sensibles 4 la streptomycine et encore plus a la bacitra- 
cine, 


Pouvoir pathogéne. — Trés bien étudié par Castellani, Servino 
et Urso. L’application d’une petite rats d’une culture pure 
sur une scarification & la jambe reproduit chez ’homme l’ulcére 
typique. Le pouvoir pathogéne persiste dans les vieilles souches 
aprés au moins douze ans de vie saprophytique sur les milieux de 
laboratoire. Le microorganisme n’a aucune action pathogéne sur 
les petits animaux de laboratoire (lapin, cobaye, souris). 


* 
k* 


Quelle est la position taxonomique de ce microorganisme qui, 
a cause de son polymorphisme, a ¢té placé dans les genres les 
plus différents, y compris le genre Micrococcus et le genre Strep- 
fococcus ? Comme il s’agit a un microorganisme non sporogéne, 
immobile, aérobie (anaérobie facultatif), non protéolytique, de 
tiés faible action fermentaire, Gram-positif sous sa forme bacil- 
laire, et présentant des granulations métachromatiques, il nous 
semble que sa position taxonomique correcte se trouve dans !a 
familie des Corynebacteriaceae, genre Corynebacterium, comme 
Pergola la déja suggéré. En effet, la famille des Corynebacte- 
riaceae Lehmann et Neumann est définie par Bergey « Eubac- 
terineae, non sporogéne, aérobie ou micro-aérophile, Gram-posi- 
tive, présentant souvent des granulations, immobile, sauf pour le 
genre Listeria, pouvant acidifier quelques glucides, mais ne pro- 
duisant jamais de gaz ». Et le genre Corynebacterium Lehmana 
et Neumann est défini « Corynebacteriaceae, immobile, présentant 
des granules métachromatiques trés évidents, typiques, ne liqué- 
fiant pas la gélatine ». 

Cependant, le microorganisme de Castellani ne peut étre iden- 
tifié 4 aucune espéce de ce genre a cause de son extréme poly- 
morphisme, sa variabilité au Gram lorsqu’i] est récemment isolé, 
de son abondant pigment jaune vif, jaune or, ou jaune verdatre 
dans les cultures sur gélose glucosée, de son fermentogramme, 
de son auxonogramme, de son antibiogramme et de son action 
uleérogéne spécifique pour l’homme. 

En conclusion, nous plagons Micrococcus (Coccobacillus) myce- 
toides dans le genre Corynebaclerium, et si notre classifica'ion 
est acceptée, son nom deviendra, suivant les régles de la nomen- 
clature scientifique, Corynebacterium myceloides (Castellani) 


Ortali et Capocaccia 1956. 
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SUMMARY 


Taxonomy or Micrococcus (Coccobacillus) mycetotdes 
CaAsTELLANI 1942, 
AGENT OF THE TROPICALOID ULCER (CASTELLANI’S ULCER). 


The authors consider that M. mycetoides belongs to the genus 
Corynebacterium. If this classification is accepted, the name ol 
the germ will become, according to the scientific nomenclature : 
Corynebacterium mycetoides (Castellani) Ortali and Capocaccia 
1956. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 
(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 3 Octobre 1957 


Présidence de M. Prevor. 


COMMUNICATIONS 


UN NOUVEAU SEROTYPE DU GROUPE SALMONELLA ISOLE 
AU CONGO BELGE (S. BUSINGA = 6,7:2:e, n, 25) 


par E. van OYE et C, LUCASSE. 


(Institut de Médecine Tropicale « Princesse Astrid », Léopoldville 
[Directeur : D? van Oye] 
et Laboratoire Médical Provincial, Coquilhatville 
{Directeur : D™ C. LucasseE]) 


La nouvelle Salmonella qui sera décrite dans la présente note a été 
isolée par coproculture chez un Européen, vivant au Congo Belge, qui 
souffrait de graves troubles gastro-intestinaux compliqués d’une appen- 
dicite aigué. La guérison a été difficile. 

Il s’agit d’un bacille qui posséde tous les caractéres morphologiques 
et culturels d’une Entérobactérie et dont les propriélés biochimiques 
sont les suivantes : fermentation, dans les vingt-quatre heures et avec 
production de gaz, de l’arabinose, de la dulcite, du glucose, du mal- 
tose, de la mannite, du rhamnose, de la sorbite, du tréhalose et du 
xylose. Ne sont pas attaqués en trente jours: l’adonite, l’inosite, le 
lactose, le saccharose et la salicine. 

Le germe produit de 1’H,S et réduit les nitrates. La réaction de 
Stern est positive. Le test de Braun au KCN est négatif. 

Il n’y a pas de production d’indole, ni de décomposition de 1’urée. 
La gélatine n’est pas liquéfiée. 

La réaction de Voges-Proskauer est négative, celle au rouge de méthy] 
est positive. 

Les résultats suivants sont obtenus dans les milieux contenant des 
acides organiques: D-tartrate +1, L-tartrate +1, I-tartrate +?, citrate 


de soude +1, mucate +}. 
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Ces propriétés biochimiques permettent de classer le germe dans le 
groupe des Salmonellae, famille des Entérobactéries. 

La culture est agglutinée par un sérum anti-O: 6, 7, 8 polyvalent 
el par un sérum anti-O:7 pur; elle ne lest pas par un sérum 
anti-O:8 pur. Le germe appartient donc au sous-groupe sérolo- 
gique C. 1. 

L’antigéne flagellaire de la phase I est agglutiné par un sérum anti- 
H :z, 4 l’exclusion de tous les autres. 

L’antigeéne de la phase flagellaire II est agglutiné par un sérum non 
absorbé anti-H :e, n, x ainsi que par un sérum absorbé anti-H : z,,. 

La formule antigénique compléte est donc: 6, 7:z:e, n, Z,,. 

Le nom de Salmonella businga a été proposé et accepté. 


Résumé, — Les auteurs décrivent un nouveau sérotype du groupe 
Salmonella isolé chez un Européen vivant au Congo Belge qui souffrait 
de graves troubles gastro-intestinaux, S. businga: 6, 7:z:e, n, 2,,. 


SUMMARY 


A new Salmonella TYPE ISOLATED IN THE BELGIAN Conco: S. businga. 


The authors describe a new Salmonella serotype isolated from the 
stools of an European living in the Belgian Congo who suffered from 
severe gastro-intestinal disorders, S. businga = 6, 7:z:e, n, Z,,. 


* 
*k oe 


Nous tenons a remercier le D™ F. Kauffmann (Directeur du Centre 
International des Salmonellae 4 Copenhague) d’avoir eu l’obligeance de 
nous communiquer les résultats des réactions des acides organiques et 
(avoir contrélé notre diagnose de la structure antigénique. 


MISE AU POINT 
DES TECHNIQUES DE DOSAGE MICROBIOLOGIQUE 
DES VITAMINES B; ET B; 


par J. MALGRAS, J. MEYER et R. PAX. 


(Laboratoire de Microbiologie, Faculté de Pharmacie, Strasbourg) 


Depuis plusieurs années déji, nous avons pu nous rendre compte de 
la valeur des techniques microbiologiques dans le dosage des vitamines. 
Aprés avoir étudié le dosage de quelques facteurs de croissance dans les 
milieux de culture, tels que le milieu & base d’hydrolysat de pro- 
téines [4] et le milieu Vf de l'Institut Pasteur [2], l’un de nous a fait 
un travail sur le dosage des vitamines dans les milieux biologiques. 
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Les résultats ainsi obtenus nous ont amenés a reprendre cette ques- 
tion, 4 modifier les diverses techniques de la littérature pour les rendre 
sulfisamment rigoureuses, afin de délterminer quantitativement les vita- 
mines dans les humeurs de l’homme et des animaux de laboratoire [3]. 

Nous nous sommes particuli¢rement attachés au dosage des deux 
vitamines : la niacine d’une part, l’acide pantothénique d’autre part, 
qui a déja fait Vobjet de nombreux travaux dans notre laboratoire [4, 
Seb 7. 

La technique de base est dans les deux cas celle décrite par Snell 
et Wright [8], dans laquelle le microorganisme-test est une bactérie 
lactique tributaire de la présence dans le milieu de culture de certaines 
vitamines spécifiques. L’appréciation quantitative est fournie par la 
mesure a l’électrophotométre du trouble produit par la croissance du 
Lactobacillus arabinosus 17-5, ou par la mesure de l’acidité développée 
par la fermentation d’un sucre. 

Pour la bonne conduite des dosages, il est important de tenir compte 
des propriétés des deux vitamines, de leur répartition dans l’orga- 
nisme et des formes conjuguées que l’on peut y rencontrer. Si l’on 
veut saisir la totalité de ces facteurs dans les liquides biologiques ou 
dans les tissus, il faut, au préalable, les soumettre 4 un traitement 
adéquat. Il est particulicérement important, en effet, d’obtenir un 
liquide dépourvu de toute substance génante, mais comprenant |inté- 
gralité des vitamines A doser. 

Le liquide biologique doit subir un traitement qui va permettre 
l’élimination des protéines capables de précipiter pendant 1l’autoclavage 
et ]’étuvage, permettant d’éliminer également les acides aminés sus- 
ceptibles de servir de facteur de stimulation de croissance du Lacto- 
bacillus arabinosus 17-5, traitement amenant les complexes et les 
combinaisons vitaminiques sous forme de substances utilisables pour 
Ja bactérie-test, tout en respectant les propriétés chimiques et physiques 
de la vitamine. 

La grande stabilité de la nicotinamide permet une manipulation 
relativement aisée, alors que l’acide pantothénique doit étre dosé 
avec de multiples précautions 4 cause de sa trés grande fragilité. 

Aprés plusieurs essais, nous avons dosé la vitamine PP dans le 
sang (1 cm’) aprés hydrolyse en milieu acide (HCl 0,2 N: 5 cm’) au 
bain-marie 4 100° pendant une heure. Aprés refroidissement, les pro- 
téines sont précipitées 4 pH 6,2. De méme, en ce qui concerne l’acide 
pantothénique, nous sommes arrivés 4 la conclusion qu’il était préfé- 
rable de réaliser le dosage sur le plasma sanguin (1 cm® de plasma 
+ 10 cm? d’eau distillée) hydrelysé 4 42° pendant seize heures, en 
milieu légérement acide (pH 4,5). Aprés l’hydrolyse, on précipite 
les protéines comme précédemment a pH 6,2. 

Pour le dosage de la vitamine PP dans l’urine (1 cm%), nous avons 
constaté que l’hydrolyse acide (HC] 0,2 N: 5 cm%) au bain-marie bouil- 
lant pendant deux heures donnait les meilleurs résultats. Cette tech- 
nigue de traitement préalable de ]’urine nous a permis de trouver 
des taux de vitamine PP correspondant aux valeurs de la nicotinami- 
durie rapportées par différents auteurs, tels que Harris et Raymond [9] 
et Hullstrung et Steitz [40]. 
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Dans le cas de la vitamine B,, aprés avoir stérilisé l’urine par ultra- 
filtration, on la soumet au méme traitement que le sang. Ajuster 
u pH 4,5 par HCl N/10 et disposer 4 42° pendant seize heures. Ramener 
a pH 6,7 et diluer l’urine au 1/50 pour le dosage. 

La technique concernant le dosage proprement dit en présence de 
Lactobacillus arabinosus 17-5 s’effectue alors aimsi que la décrit 
Bischhausen [44]. Il faut noter, cependant, certaines modifications 
apportées A cette technique, dont les plus importantes sont les suivantes. 

L’eau salée qui, généralement, est de Jleau physiologique 4a 
8,5 p. 1000, s’est révélée étre hypertonique vis-a-vis du Lactobacillus ; 
les meilleurs résultats ont été fournis par de l’eau salée a 6 p. 1900 
pour le lavage du culot de bactéries et la préparation de 1’émulsion 
bactérienne (culture de vingt-quatre heures) que nous avons réalisée 
au 1/20, puis mise en suspension dans 10 cm* d’eau salée au méme 
taux. 

Nous avons également déterminé que le meilleur inoculum est d’un 
quaranti¢me de centimétre cube de la précédente émulsion. 

Bien entendu, chaque dosage doit étre accompagné d’une gamme- 
étalon, car il est indispensable que les résultats du dosage dans le 
liquide biologique restent dans les limites assez étroites de cette 
gamme-élalon. 

Le temps d’incubation ne peut étre quelconque, et nous avons déter- 
miné que le temps optimum est de quarante heures de culture a 37°. 


Dans toute la conduite de nos dosages, nous avons utilisé les milieux 
déshydratés des Laboratoires DIFCO, mais nous avons constaté qu’en 
ce qui concerne l’entretien de la souche sur le Micro Assay Culture 
Agar Difco, les repiquages successifs aboutissaient finalement & un 
germe mutant, ne présentant plus les mémes caractéres que la bac- 
térie originelle, c’est-a-dire une bactérie pouvant se libérer du besoin 
vital en facteur de croissance. L’emploi de souches lyophilisées est cer- 
tainement la méthode idéale, car elle permet d’utiliser tous les mois 
une nouvelle souche de la bactérie-test que l’on repique tous les dix 
jours sur la gélose d’entretien fraichement préparée. 


Les erreurs qui peuvent étre commises dans de tels dosages sont 
multiples : erreurs de lecture, erreurs de manipulation, erreurs dues 
au matériel utilisé. Nous avons calculé, d’aprés les nombreuses expé- 
riences réalisées, que, compte tenu de ces faits, ]’erreur maxima rela- 
tive de la méthode est généralement inférieure 4 10 p. 100. 

La mise au point de cette technique avait pour but 1]’étude de Ja 
variation du taux de ces deux vitamines dans les liquides hiologiques 
de tuberculeux soumis au traitement par le rimifon, le PAS et la 
streptomycine, étude qui fera ]’objet d’une publication ultérieure. 


Résums. — Mise au point d’une technique de dosage microbiolo- 
gique a l’acide pantothénique et de la vitamine PP dans ite sang et 
les urines. 


Préparation du liquide biologique par un traitement adéquat, per- 
mettant ]’élimination des substances génantes. 
Modifications apportées & la technique classique de Snell et Wright. 
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SUMMARY 


STUDIES ON THE TECHNIQUES OF MICROBIOLOGICAL ASSAY OF B3 
AND B5 VITAMINS IN BLOOD AND URINE. 


Report of a technique of microbiological assay of pantothenic acid 
and PP vitamin in blood and urine. Preparation of the biological fluid 
by an adequate treatment allowing to eliminate disturbing substances. 
Modifications of Snell and Wright’s classical techniques. 
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Inst. 


DETERMINATION DE MYCOBACTERIES 
AU MOYEN DE L’G@IL DU LAPIN 


ate J abae COSHH Rite tab abla eVALINIK 
(présenté par M. van DEINSE). 


(Rijks Instituut voor de Volksgezondheid, Utrecht) 


Deux questions intéressent le clinicien quand il s’adresse au bacté- 
riologue pour le diagnostic de tuberculose : 1° Les produits patholo- 


giques qu'il lui envoie contiennent-ils des bacilles tuberculeux ? 2° S’il 
s’agit d’un abcés formé & la suite d’une inoculation de BCG, le pus 


contient-il du BOG ou des bacilles tuberculeux ? 
Tl devient de plus en plus difficile de répondre a4 la premiére ques- 
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tion. Grace & la chimiothérapie, les produits que recoit le bactériologue 
contiennent de moins en moins de bactéries, ou bien la présence 
fortuite d’un saprophyte acido-résistant risque d’induire en erreur le 
clinicien. Les choses se compliquent par l’existence de bacilles tuber- 
culeux INH-résistants de plus en plus nombreux dont la virulence, 
pour le cobaye, a fortement diminué. Pour venir a bout de ces diffi- 
cultés, nous nous servons, depuis deux ans, d’une épreuve simple, 
permettant de distinguer les vrais bacilles tuberculeux des sapro- 
phytes [4]. 

Nous ensemencons le matériel, d’une part sur milieu de Lowenstein 
que nous mettons a l’étuve A 24° (seuls les saprophytes se développent 
dans ces conditions), d’autre part sur Léwenstein contenant 10 pug 
@INH par millilitre en mettant ces derniers tubes a 1’étuve a 37°. 
Dans ces conditions, presque tous les saprophytes se développent ainsi 
que les bacilles tuberculeux INH-résistants ; les premiers sont catalase- 
positifs, les derniers généralement négatifs ; en versant 1 ml d’un 
mélange de Tween 80 a 10 p. 100 et de H,O, 4 15 p. 100 sur cette 
culture, une forte production de mousse indique la présence de catalase 
et donc, probablement, de saprophytes. 

Il existe, cependant, quelques souches douteuses, soit des bacilles 
tuberculeux INH-résistants mais catalase-positifs, soit quelques rares 
saprophytes qui ne se développent ni & 24°, ni sur milieu contenant 
de 1’INH. Nous avons cherché, pour cette raison, une épreuve sur 
Vanimal susceptible de fournir un complément de certitude et nous 
permettant, en outre, de reconnaitre le BCG éventuellement présent 
dans les produits pathologiques. 

Cette épreuve consiste en l’injection, dans la chambre antérieure de 
l’ceil du lapin, d’une suspension de la souche 4 ]’étude. Aprés anes- 
thésie de la cornée par quelques gouttes de cocaine, nous prélevons, 
avec une aiguille fine, 0,1 ml de liquide et le remplacgons par la 
suspension bacillaire. 


L’injection de bacilles tuberculeux dans Ja chambre antérieure de 
l’a@eil est une technique déja ancienne. Koch [2] a fait ses premiéres 
-expériences sur l’animal de cette facon avec des cultures de bacilles 
tuberculeux, probablement parce que linfection prend et évolue rapi- 
dement, mais il abandonna bientét cette méthode pour 1l’épreuve plus 
simple du cobaye. Schieck [3] a essayé, par cette technique, de distin- 
guer les types humain et bovin du bacille tuberculeux. Morax et 
Nida [4] ont inoculé de cette facon des souches tuberculeuses virulentes 
et atténuées ainsi que du BCG, pour étudier la virulence. Dans un 
travai] récent, des chercheurs japonais [5] décrivent l’inoculation de 
BCG dans l’ceil du lapin, technique utilisée par eux pour étudier, sur 
place, le pouvoir pathogéne du BCG. Certains chercheurs ont encore 
utilisé Vinfection oculaire expérimentale pour étudier les effets de 
certaines substances chimiothérapeutiques, probablement A cause de la 
bonne visibilité des lésions. A notre connaissance, personne n’a encore 
utilisé cette technique dans un but de diagnostic. 


Les premiéres lésions deviennent visibles huit & douze jours aprés 
Vinoculation aussi bien pour les souches virulentes que pour les cul- 
tures atténuées. L’iris s’épaissit. le liquide devient trouble, le Tyndal 
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positif, la pupille perd sa réactivité et se déforme, des granulations 
gris clair apparaissent dans liris. Si les bacilles injectés sont virulents, 
le processus évolue, des vaisseaux sanguins se développent sur la 
cornée, formant un pannus complet a partir du bord; dans l’ceil se 
forment des synéchies, la pression intérieure augmente, il se produit 
du glaucome et l’cil finit par étre complétement détruit. En outre, 
les souches bovines provoquent une généralisation dans les viscéres 
trois 4 quatre semaines apres l’injection. 

Quand il s’agit d’une culture atténuée ou non virulente, le processus 
s’arréte et devient stationnaire d’aprés l’atténuation plus ou moins 
poussée et finit par guérir en laissant des lésions cicatricielles. Le 
nombre de bhacilles injectés a son influence sur l’importance des 
Jésions ; en ne dépassant jamais la dose de 10? A 10‘, on obtient des 
résultats & peu prés identiques dune injection a l’autre avec la méme 
souche. Un saprophyte ne provoque jamais les lésions que nous venons 
de décrire, mais tout au plus une inflammation non spécifique visible 
sous forme d’un dépét blanc sur l’iris. Les différentes lésions sont le 
plus caractéristiques un mois aprés l’inoculation. 

Nous donnons quelques exemples. 

Un ceil inoculé avec une souche humaine virulente nouvellement 
isolée est enti¢remeut couvert d’un pannus apres quatre semaines. En 
ouvrant ce pannus, on voit de nombreuses granulations dans liris 
et sur la cornée ainsi que des synéchies entre l’iris et la lentille. 
A l’examen histologique, on constate, dans la cornée, une forte infil- 
lration de leucocytes avec vascularisation surtout au centre et a la 
face intérieure ; il y a quelques amas de cellules épithélioides et 
quelquefois quelques centres nécrotiques ; sous la cornée, se trouve 
une couche de fibrine contenant des cellules fortement dégradées ; 
X certains endroits, notamment dans J’iris, on voit des granulations 
luberculeuses typiques contenant parfois quelques cellules géantes. 

Un ceil inoculé avec du BCG montre, a l’examen macroscopique, un 
iris un peu plissé qui, apres ]’ouverture de l’ceil, apparait couvert 
de nombreux petits foyers légérement surélevés, d’une taille inférieure 
i une téte d’épingle. A l’examen histologique, l’iris contient de nom- 
breux tubercules dont certains assez volumineux, composés de cellules 
épithélioides et de quelques lymphocytes et leucocytes ; les plus grandes 
de ces granulations sont nécrotiques 4 leur centre, et, ici, on trouve 
des bacilles acido-résistants. Entre les granulations on voit de Jinfil- 
tration diffuse avec des cellules plasmatiques et des lymphocytes. 

Un hacille faiblement virulent INH-résistant provoque des lésions se 
présentant comme une transition entre la premiére et la seconde des 
descriptions. 

Des saprophytes ne provoquent qu’un peu d’infiltration cellulaire 
non spécifique ou pas de lésions du tout. 

En résumé, nous croyons, grace a4 la technique que nous venons de 
décrire, pouvoir nous prononcer avec plus de certitude sur la nature 
de certaines mycobactéries non virulentes pour le cobaye, et notam- 
ment distinguer un Mycobacterium tuberculosis atténué d’un_ sapro- 
phyte acido-résistant. La méthode nous permet, en outre, de nous faire 
une idée du degré d’atténuation et de reconnaitre ainsi le BCG quand 
nous nous trouvons en présence d’un bacille sensible & VINH. 
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SUMMARY 


Diacnostic oF MycOBACTERIA BY MEANS OF INOCULATION 
IN THE RABBIT EYE. 


The technique described allows the diagnosis of certain Mycobac- 
teria which are not virulent for the guinea-pig, and the differentiation 
of an attenuated M. tuberculosis from an acid-fast saprophyte. The 
method allows also to appreciate the degree of attenuation and to 
identify BCG among INH-sensitive Mycobacteria. 
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SUR LES LESIONS CELLULAIRES PROVOQUEES 
PAR LES ADENO-VIRUS 7 ET 7 


par M. PRUNIERAS, Y. CHARDONNET et R. SOHIER. 


(Laboratoire d’Hygiéne de la Faculté de Médecine, Lyon) 


Nous rapporterons, dans cette bréve note préliminaire, les résultats 
obtenus sur cultures continues de cellules HeLa (1) et T (2) infectées 
par les adéno-virus de type 7 (8) [1 souche] et type 7a (4) [4 souches]. 
Les types de virus, les dilutions utilisées, les milieux de culture, les 
techniques d’observation employées seront précisées dans une publi- 
cation a paraitre prochainement [7]. 

L’étude a porté, d’une part, sur les aspects morphologiques des 
effets cytopathogénes constatés aprés coloration par le Giemsa et, 
dautre part, sur |’étude qualitative des acides ribo- et désoxyribo- 
nucléiques appréciés par le test de Brachet. 

En étudiant la progression des altérations cellulaires, il est possible 
de relrouver pour les types 7 et 7a les mémes images morphologiques 


(1) Souche isolée par Gey d’un cancer épidermoide de Vutérus prove- 
nant du laboratoire du Dt Syverton. 

(2) Souche d’épithélium de rein d’embryon humain provenant du labo- 
ratoire du D® Dekking. 

(3) Souche adressée au laboratoire par Huebner. 

(4) Souches isolées au Laboratoire d’Hygiéne. 
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que celles qui ont été décrites pour d’autres types d’adéno-virus par 
des auteurs comme Kjellen [4, 5], Harford [3], Morgan [6], Barski [4], 
et qui consistent essentiellement soit dans le gonflement du noyau qui 
peut atteindre des tailles doubles et triples de la normale et présenter 
un aspect d’homogénéisation ou un aspect réticulé, soit dans 1’appa- 
rition a l’intérieur de ces noyaux ou bien de masses basophiles ayant 
tendance a se réunir au centre, ou bien de vacuoles de tailles diverses 
allant jusqu’a la rupture de la membrane nucléaire. 

Ces altérations morphologiques nucléaires nous ont paru difficiles a 
relier entre elles dans le temps, de telle sorte que nous ne savons 
pas si les lésions primitives consistent en homogénéisation avec gonfle- 
ment, ou bien en micro-vacuoles. Il est possible que les altérations 
morphologiques dépendent autant de l'état des métabolismes nucléaires 
au moment de la pénétration du virus que du mode de pénétration 
de ce dernier. Il est également possible que d’autres effets cytopatho- 
génes associés 4 l’introduction dans le milieu de la suspension virale 
viennent perturber la spécificité morphologique. 

Pour ces raisons, nous avons surtout porté notre attention sur les 
résultats du test de Brachet, qui remplace pour nous par la spécificité 
vis-a-vis des acides nucléiques la valeur plus discutable des aspects 
morphologiques. Grace a ce test et en utilisant le test de Feulgen 
comme contréle de la vert-de-méthylophilie, il nous a été possible de 
mettre en évidence : 

1° Que la cellule infectée toujours vivante présente des bouleverse- 
ments considérables de la répartition dans son noyau des acides désoxy- 
ribonucléiques (Harford [3], Boyer [2]). 

2° Qu’en méme temps que les acides désoxyribonucléiques se modi- 
fient, les acides ribonucléiques cytoplasmiques sont en considérable 
augmentation [Barski (5) ]. 

38° Qu’en plus de J’augmentation des acides ribonucléiques cyto- 
plasmiques, il existe d’énormes variations de la teneur en acides 
ribonucléiques du noyau. En effet, si dans le cas de la vacuolisation, 
les acides ribonucléiques nucléolaires disparaissent complétement, bien 
que les acides ribonucléiques cytoplasmiques soient augmentés, on 
trouve d’autres aspects dans lesquels on voit, au centre du noyau, dont 
la taille est peu modifiée, une masse occupant les deux tiers de cet 
organe intensément pyroninophile et négativée par la ribonucléase. 

4° Enfin, que sur un méme noyau on peut voir une masse centrale 
pyroninophile, une zone vacuolisée et une zone homogénéisée. 

En nous basant sur ces résultats, il nous a paru que l’augmentation 
des acides ribonucléiques cytoplasmiques et nucléaires représentait une 
caractéristique cytochimique essentielle des effets cytopathogénes pro- 
duits par les adéno-virus 7 et 7a. Des recherches sont en cours pour 
savoir si les mémes effets sont produits par d’autres souches. 


Résumé. — Au cours de recherches sur les lésions provoquées par 
les adéno-virus 7 et 7a dans les cellules humaines en cultures conti- 
nues provenant d’un cancer utérin (HeLa) et d’embryon de rein 


(5) Communication personnelle. 
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humain (T), les auteurs ont mis en évidence par le test de Brachet 
une augmentation considérable des acides ribonucléiques cytoplas- 
miques et nucléaires. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE CELLULAR LESIONS INDUCED 
BY 7 AND 7@ ADENOVIRUSES. 


In the lesions induced by 7 and 7a adenoviruses in cultures of 
HeLa cells and of human embryonic kidney, the authors have demons- 
trated, by means of Brachet’s test, a considerable increase of cyto- 
plasmic and nuclear ribonucleic acid. 
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UNE PASTEURELLA NOUVELLE 
ISOLEE D’ABCES PULMONAIRES DU RAT BLANC 


par E. SACQUET. 


(Laboratoire Central de Recherches Vétérinaires, Alfort 
[Directeur : Professeur J. Vercr]) 


Nous isolons d’un rat blanc qui présente des abcés multiples du 
poumon une bactérie qui semble appartenir 4 la famille des Parvo- 
bacleriaceae et qui parait ne jamais avoir été décrite. Voici, briéve- 
ment exposés, les caractéres de cette bactérie. 


Morpuotocir. — Dans le pus, elle se présente sous la forme de cocco- 
hacilles Gram-négatifs de trés petites dimensions. 
En culture, la bactérie montre un pléomorphisme marqué: 4 cété 
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de coccobacilles de 1 a 2 uw de long, existent des bacilles volumineux 
el des filaments. 
Elle est immobile dans les cultures faites \ 20° et & 37°. 


CARACTERES CULTURAUX. — La culture se développe sous forme de 
grains qui se disposent sur les parois et dans le fond du tube et- 
laissent le milieu clair. Aprés vingt-quatre ou quarante-huit heures 
d’incubation, un trouble secondaire apparait. Dés le deuxitme repi- 
quage, on n’observe plus de grains et la culture, d’emblée, trouble 
le milieu. 


Eau peptonée. — Dans ce milieu, la culture est trés abondante et 
se fait sous forme de flocons. Le milieu ne se trouble pas lorsque 
Vincubation est prolongée. Un léger anneau, adhérent a la paroi du 
tube, se développe 4 la surface du milieu. 


Eau de levure. — La bactérie cultive abondamment dans ce milicu. 
La culture a Je méme aspect qu’en eau peptonée. 


Gélose. — La surface des colonies est mamelonnée, extrémement 
irréguliére ; le centre est pigmenté en brun. Cette pigmentation 
s’accroit dans les jours qui suivent et vire au brun noir. La base de 
la colonie s’incruste dans la gélose. Ces colonies, trés séches, sont 
difficiles 4 prélever et s’émulsionnent mal en sérum physiologique. 

Dés le deuxiéme passage, les colonies se modifient ; elles perdent cet 
aspect irrégulier, deviennent lisses, réguli¢rement convexes, trans- 
lucides ; leur pigmentation diminue et elles apparaissent légérement 
jaunatres. Elles ne s’incrustent plus dans la gélose et deviennent faciles 
& prélever. 

Certaines colonies présentent des aspects intermédiaires : autour 
d’une colonie rugueuse se développe une zone ayant les caractéres du 
type lisse. Enfin, en milieu humide les colonies deviennent grasses et 
jégérement muqueuses. 


Gélose sérum, — A Visolement, la croissance est plus abondante sur 
gélose sérum que sur gélose ordinaire. I] apparait évident que des 
éléments qui ne se développent pas sur gélose ordinaire donnent 
naissance 4 des colonies sur gélose sérum. Les colonies ont le méme 
aspect que sur gélose ordinaire mais sont moins pigmentées. 


Gélose Veillon. — La culture se développe sur toute la hauteur du 
tube ; la bactérie est done aéro-anaérobie. 


CARACTERES BIOCHIMIQUES. — La souche n’attaque ni le lactose, ni la 
elycérine, ni la dulcite. Elle attaque sans produire de gaz le glucose, 
le saccharose, le maltose, le lévulose, le galactose, la mannite. Elle 
donne des résultats douteux avec le rhamnose. Elle ne produit pas 
d’indole et ne liquéfie pas la gélatine. Elle posséde une uréase et 
vire le milieu de Roland-Bourbon en quelques heures. Elle produit de 
Vhydrogéne sulfuré. 


Pouvoir hémolytique. — Sur gélose au sang de mouton, une zone 
étroite d’hémolyse apparait aprés quarante-huit heures de culture. 
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Conservation. — Au frigidaire 4 +4° la vitalité est gardée pendant 
plus de quinze jours, ce qui n’est généralement pas le cas avec les 
Pasteurella. 


Variation. — L’aspect de la culture en bouillon et sur gélose se 
modifie rapidement. Ces modifications traduisent l’adaptation de la 
souche au milieu de culture. Les colonies lisses conmservent un certain 
pouvoir pathogéne : l’inoculation des colonies lisses 4 la souris permet 
d’obtenir & lVisolement des colonies de type rugueux. 

Les grains observés dans les cultures en bouillon correspondent au 
type rugueux ; le trouble homogéne correspond au type lisse. 


Pouvomr paTHockyr. — Il est faible, mais réel. La souche est isolée 
d’abcés multiples du poumon, d’un rat blanc. L’animal qui présente 
ces lésions est dans un état de misere physiologique avancée. Des 
trois rats blancs issus de cet Glevage que nous autopsions, il est le 
seul 4 présenter ces abcés du poumon. 

L’inoculation au rat, par la voie sous-cutanée, aboutit 4 la forma- 
tion d’un énorme abceés qui atteint la taille d’une noix. L’inoculation 
intrapéritonéale de 0,5 ml de culture en bouillon tue Je rat blanc en 
dix jours avec formation d’abcés multiples au niveau du mésentére. 

L’inoculation intrapéritonéale de 0,5 ml de culture en bouillon tue 
Ja souris en six A sept jours. L’autopsie révéle la présence d’abcés 
volumineux au niveau de l’épiploon entre le foie et la rate ; le sang 
du coeur est virulent. 

Le pouvoir pathogéne pour le cobaye est faible ; l’inoculation sous- 
cutanée ne produit aucune lésion évolutive. L’inoculation intrapéri- 
tonéale d’une forte dose est suivie de la formation d’un abcés sur !a 
face pariétale du péritoine, au point d’inoculation, et d’une réaction 
inflammatoire de l’épiploon. L’abcés disparait en l’espace d’un mois. 

De méme, le lapin supporte impunément l’inoculation de doses 
répétées. 

Il est remarquable que malgré des passages réguliers sur la souris, 
on observe une diminution progressive du pouvoir pathogéne de la 
souche. 


PosITION SYSTEMATIQUE. — Cette bactérie peut étre considérée comme 
appartenant au genre Pasteurella; c’est, en effet, une Parvobactérie 
immobile n’attaquant pas le lactose, faisant fermenter sans produire 
de gaz le glucose et le saccharose, ne liquéfiant pas la gélatine. Elle 
differe cependant de Pasteurella septica : elle n’attaque pas la glycérine, 
ne produit pas d’indole, posséde une uréase, résiste au moins quinze 
jours au froid, pousse en eau de levure. Elle différe de Pasteurella 
hemolytica qui attaque le lactose et ne posséde pas d’uréase. Ce der- 
nier caractére la rapproche de Pasteurella pseudotuberculosis. Mais elle 
s’en écarte nettement, étant immobile A 20°, donnant une réaction 
douteuse avec le rhamnose, n’attaquant pas la glycérine. Elle posséde 
de nombreux traits communs avec Pasteurella purifaciens (Christiansen, 
1917 [4]), en particulier son activité biochimique et son pouvoir patho- 
gene. Elle en différe, cependant, par la morphologie des colonies 
4 Visolement, l’aspect de la culture en bouillon et, surtout, en eau 
peptonée, Ja fermentation sans gaz du glucose. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 803 


SUMMARY 


A NEw Pasteurella ISOLATED FROM PULMONARY ABCESSES 
IN THE ALBINO RAT. 


The author describes the character of the germ : morphology, 
cultural properties on various media, biochemical properties, hemoly- 
tical capacity, duration of preservation, variation S-R, pathogenicity, 
taxonomy. 
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IDENTIFICATION RAPIDE DES BACILLES 


A GRAM NEGATIF DES URINES 
SUR MILIEU TERGITOL 7 TTC 


par R. MAGNIN et M!° H. GEORGOPOULOS. 


(Ecole Nationale de Médecine et de Pharmacie 
de l'Université de Grenoble. 
Chaire de Bactériologie et d’Hygieéne [professeur SEIGNEURIN |) 


Le milieu tergitol 7 TTC, mis au point par Chapman [4] et adapté 
a la colimétrie des eaux sur membrane filtrante par Buttiaux et 
coll, [2] nous avait semblé intéressant pour la recherche des E. coli 
spécifiques dans les selles d’enfants atteints de gastro-entérite [3]. 

Nous avons utilisé ce méme milieu pour la colimétrie des laits crus 
et pasteurisés [4]. Parallélement, nous avons essayé de faciliter la 
fabricalion de ce milieu en utilisant une base gélosée simple a laquelle 
on ajoute une quantité déterminée de solution concentrée contenant 
les différents constituants du milieu tergitol 7 TTC [4]. 

Dans la présente note, nous relatons l’application que nous avons 
faite de ce milieu A l’identification rapide des bacilles 4 Gram négatif 
des urines. 

Ce milieu peut ¢tre utilisé soit en boite de Petri, soit en tube incliné, 
en maintenant toujours les mémes proportions de gélose nutritive et 
des soJutions I et II. 

Pour des raisons d’économie de matériel, nous avons utilisé ce 
milieu en tube incliné. On peut en préparer une certaine quantité 
davance, mais il est préférable de les utiliser dans les quinze jours. 

Le culot de centrifugation des urines 4 examiner est ensemencé 
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systématiquement sur deux tubes, Yun de gélose nutritive ordinaire 
et l’autre de gélose tergitol 7 TTC; lVensemencement est fait de 
maniére A oblenir des colonies isolées en haut de la tranche, par 
exemple en flambant l’anse au milieu de l’ensemencement et en conti- 
nuant |’étalement avec |’anse flambée. 

Les deux tubes sont incubés vingt-quatre heures a 37°. 


Résutrats, — Ils portent sur 1500 urines provenant des malades 
les plus divers. 

1° 1050 urines n’ont donné aucune colonie sur les deux tubes : 
urine amicrobienne (mis a part le B. K. bien entendu). 


2° 250 urines ont donné quelques colonies plus ou moins envahis- 
santes sur la gélose ordinaire et pas de colonie sur tergitol 7 TTC: il 
s’agit le plus souvent de germes banaux qui peuvent ¢tre considérés 
comme des souillures, surtout si le prélévement n’a pas été fait par 
sondage comme il arrive fréquemment chez |’homme. 


3° 200 urines ont donné des colonies plus ou moins nombreuses sur 
les deux tubes. Dans ce cas nous avons isolé les différentes sortes de 
colonies qui ont poussé sur le milieu tergitol 7 TTC en vue de les 
identifier plus complétement (test IMVIC, urée, mannitol). 

Parmi les 200 derniéres urines qui ont donné des bacilles 4 Gram 
négatif capables de cultiver sur le milieu sélectif, 164 ne contenaient 
qu’un seul germe (mis a part les cocci et bacilles & Gram _ positif) ; 
26, par contre, contenaient plusieurs sortes de bacilles 4 Gram négatif. 

Il est intéressant de savoir si les caractéres morphologiques macro- 
scopigues des colonies peuvent donner des indications suffisantes pour 
Videntification des germes dans la pratique courante. A cet effet, nous 
avons comparé les caractéres culturaux sur milieu tergitol 7 TTC, aux 
résultats obtenus apres identification par les procédés classiques, mais 
longs, 4 partir de colonies isolées sur ce milieu. 

Il nous est apparu que l’on peut faire un diagnostic de genre avec 
une précision importante simplement en observant les caractéres cultu- 
raux aprés dix-huit 4 vingt-quatre heures d’incubation sur le milieu 
tergito] 7 TTC: 

1° Colonies jaunes 4 centre orangé avec virage au jaune franc de 
toule la gélose: il s’agit presque toujours d’Escherichia et dans 
95 p. 100 des cas d’E. coli. 

2° Colonies orangées trés muqueuses avec virage du milieu au jaune 
sale, souvent le fond du tube n’est pas viré complétement : il s’agit 
dun Aerobacter. 

3° Colonies rouge violacé avec gélose verddtre; il s’agit le plus 
souvent de Paracoli. 

4° Colonies violettes avec virage de la gélose au bleu ; il s’agit de 
Proteus ou de Pseudomonas, mais ce dernier donne une pigmentation 
sur gélose ordinaire, ce qui le différencie facilement. 


ConcLusion. — L’utilisation combinée d’un tube de gélose ordinaire 
et d un tube de gélose tergitol 7 TTC permet 1’élimination facile des 
urines contaminées secondairement par des germes A Gram positif ct 
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une identification sommaire trés rapide des bacilles A Gram négatif. 
Cette identification est souvent suffisante dans la pratique courante 
en milieu hospitalier. 


SUMMARY 


RAPID IDENTIFICATION, ON TERGITOL 7 TTC meprum, 
or GRAM NEGATIVE BACTERIA FROM URINE. 


The authors use simultaneously an ordinary agar medium and 
a tergitol 7 TTC agar medium. This allows to easily eliminate such 
urines as have been secondarily contaminated by Gram positive germs 
and to rapidly identify the Gram negative bacteria. This identifica- 
tion is often sufficient in routine hospital work. 
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AU SUJET DE L’HYDROLYSE DE L'UREE 
PAR PROTEUS VULGARIS 


par G. O. CESAIRE, H. BOIRON, M. LECOMTE et E. NEUZIL. 


(Laboratoire de Biochimie médicale et Laboratoire de Bactériologie, 
Ecole de Médecine et de Pharmacie de Dakar, Dakar-Fann, A. O. F.) 


L’urée est susceptible d’étre hydrolysée en gaz carbonique et en 
ammoniac par de nombreux microorganismes dont  1’équipement 
enzymalique comporte une uréase, cet enzyme pouvant dans certains 
cas prendre naissance par adaptation du germe sur des milieux 
& l’urée. Bien que l’activité uréolytique puisse étre évaluée quantita- 
tivement en dosant l’un ou l’autre des produits de scission, les tests 
utilisés par les microbiologistes reposent tous sur la mise en évidence 
d’ions ammonium, d’une maniétre directe par le réactif de Nessler 
(Elek [1]) ou plus souvent d’une maniére indirecte grace au virage 
d’un indicateur coloré (rouge de phénol) qui décéle Valcalinisation du 
milieu. Cette variation du pH est elle-méme en rapport avec le pouvoir 
tampon du milieu. Lorsque le liquide nutritif est faiblement tam- 
ponné (milieu de Christensen [2] et d’Ewing [3]), une trés faible 
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quantité d’ammoniaque suffit a entrainer le virage du colorant que 
l’on observe avec de nombreuses espéces bactériennes ; au contraire, 
les milieux possédant un fort pouvoir tampon ne peuvent étre 
« forcés » que par une libération importante d’ammoniaque, traduc- 
tion d’une uréolyse intense ; lorsque les tests sont pratiqueés sur des 
milieux de ce dernier type, les réponses positives sont beaucoup plus 
rares et se limitent pratiquement A quelques mycobactéries [4] et 
surtout au Proteus [5], dont l’activité hydrolytique vis-a-vis de Vurée 
apparait particulicrement importante ; le Proteus peut étre ainsi diffé- 
rencié des autres membres de la famille des Enterobacteriaceae [6, 7] ; 
la diagnose peut s’effectuer également avec des milieux faiblement 
tamponnés car le Proteus surclasse par sa_ vitesse d’hydrolyse Jes 
autres germes uréolytiques ; on utilise alors un temps d’observation 
trés court [2, 3, 8]. 

C’est en raison de l’activité si marquée du Proteus sur l’urée que 
nous avons choisi ce germe; nous Gtudions ici deux points de sa 
physiologie microbienne, le sort de ]’ammoniaque libérée et la spéci- 
ficité de son uréase. 


Techniques utilisées. — Le milieu employé présente la composition sui- 
vante, pour 100 ml: 

\Ohe sheen ac Sorcaiob. qUnoouo poOMSo nD CODsHhoneDanCosDGaedo 227,3 mg 
Phosphate! acidesde) potassium) .yfecr-el-leteiers olteteeratel tole fear 500 mg 
Sulfate meutre de! potassiulny - yctsmitene chee rere dete et aeerate 50 mg 
Glycéroll~ wrasse Sajaerats wos site elione olele os, onierel eealet anit stoleforeretmrerenatotote Bo 

Gitrate de magnésium: fan..cs .2casseee seater teres 150 mg 
Solution” de" aicroéléments) [9] ects a-ckitrelnetieteters sree ier 0,1 ml 


Le milieu, amené avec de la soude normale 4 pH = 6,8, est stérilisé par 
filtration et réparti, 4 raison de 10 ml, dans des tubes bouchés au coton. 
Les tubes sont ensemencés avec X gouttes d'une culture de 24 heures d’un 
Proteus vulgaris de collection; cette culture a été elle-méme obtenue, 
dans le milieu ci-dessus, A partir d’une anse prélevée sur gélose. 

Apres des temps variables d’incubation & 37°C, la culture contenue 
dans un tube est centrifugée et l’on préléve le liquide surnageant ; on en 
mesure le pH & l’électrode de verre, tandis qu’on détermine par ailleurs 
la présence d’ammoniaque par le réactif de Nessler et qu’on effectue la 
recherche des amino-acides par chromatographie, en utilisant deux sys- 
témes de phases solvantes différents (pour les détails de technique chro- 
matographique, voir un travail antérieur [9]) ; chaque expérience est effec- 
tuée en double. Parallélement A ces essais, une série de tubes est addi- 
tionnée de rouge de phénol dont on note le moment d’apparition du 
virage. Nous avons vérifié que le milieu, non ensemencé, ne subit aucune 
variation de pH et que, méme aprés cinq jours d’étuve & 37° C, le réactif 
de Nessler ne permet pas d’y déceler d’ammoniaque. 


Résuttats. — Nos résultats sont groupés dans le tableau I. 

P. vulgaris pousse avec facilité sur le milieu synthétique utilisé ; 
on remarque l’alcalinisation progressive du milieu, qui passe de pH 6,8 
& pH 8,44, cette derniére valeur correspondant A la formation de 45 me 
d’ammoniaque pour 100 ml du milieu ; Vhydrolyse de l’urée est donc 
loin d’étre totale. L’activité uréolytique du Proteus apparait trds 16t 
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puisque le réactif de Nessler décéle l’ammoniaque dés la douziéme 


Ce n’est que bien aprés l’apparition de l’ammoniaque que 


Von peut mettre en évidence sur les chromatogrammes, aprés la vingt- 


heure, 


évélable par la ninhydrine dont la situa- 


tion correspond aux Rf de l’alanine et de Jl’acide glutamique ; les 


inée r 


A 


septiéme heure, une tra 
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deux acides aminés s’individualisent ensuite tres nettement, vers la 
trente-troisitme heure, dans les deux systémes chromatographiques 
utilisés ; nous avons déterminé qu2A ce moment la quantité d’ammo- 
niaque libérée est d’environ 15 mg pour 100 ml du milieu. 

Nous avons effectué en outre des expériences analogues dans les- 
quelles l’urée était remplacée par une quantité équimoléculaire de 
biuret, de thiourée ou de guanidine, substances trés voisines de l’urée. 
Avec les trois nouveaux milieux ainsi préparés, la pousse de P. vulgaris 
reste inappréciable, tandis que l’on n’observe aucune variation de pH 
ni d’apparition d’ammoniaque ou d’amino-acides. 


NH, NH, NH, NH, 
ee ene ete aie s=Ce NE = eC 
one SNH = CO so Nils NH, XH, 
Urée Biuret Thiourée Guapidine 
Interprétation. — La rapidité avec laquelle l’urée est hydrolysée par 


Proteus vulgaris prouve que l’uréase de ce germe est um enzyme cons- 
titutif et que cette diastase ne se forme pas aprés une adaptation au 
milieu, comme on 1’a noté pour l’uréase de certaines souches d’Esch. 
intermedium et d’Aerobacter [40]. 

L’apparition d’amino-acides se montre nettement postérieure a 
Vammoniogenése, car les sensibilités des deux réactions analytiques 
que nous avons utilisées, la réaction de Nessler et la réaction a la 
ninhydrine, apparaissent trés comparables. La biosynthése des amino- 
acides par P. vulgaris s’effectue donc aux dépens des ions ammonium 
lorsque ceux-ci ont atteint une concentration suffisante dans le milieu ; 
cela semble d’ailleurs un phénoméne trés général du métabolisme 
azoté microbien, puisque l’assimilation de l’azote moléculaire comme 
celle des ions nitrate implique également la transformation préalable 
en ions ammonium [41]. 

Les seuls amino-acides décelés dans le liquide de culture, méme 
apres cinq jours d’incubation, sont l’alanine et l’acide glutamique. 
Nos résultats sont & rapprocher de ceux obtenus par Jones et 
Holtman [42] avec Salmonella pullorum, qui montrent également 
Vapparition de ces deux amino-acides ; toutefois, le milieu utilisé par 
ces auteurs apparait plus complexe que le ndétre et, en plus d’un sel 
d’ammonium, renferme déjd de l’azote g-aminé sous forme de DL- 
thréonine. La nature méme des deux amino-acides mis en évidence 
dans nos essais nous conduit 4 admettre leur synthése simultanée par 
une réaction d’amination réductrice de l’acide g-cétoglutarique (par 
une L-glutamodéhydrase) et de l’acide pyruvique (par une L-acidamino- 
déhydrase) ; ces acides g-cétoniques se formeraient au cours du cycle 
tricarboxvlique dont on connait 1l’existence chez de nombreuses bac- 
téries {13] ; il est également possible d’invoquer la synthése premiére 
de l’acide glutamique A partir de l’acide qg-cétoglutarique suivie d’une 
transamination sur l’acide pyruvique qui donne naissance A I’alanine ; 
it ne nous a pas été possible de préciser l’antériorité d’apparition de 
Vacide glutamique, notée par Jones et Holtman (loc. cit.). Les deux 
hypothéses nécessitent la présence de coenzymes vitaminiques (phospho- 
riboflavine pour la L-acidaminodéhydrase, DPN pour la L-glutamo- 
déhydrase, phospho-5-pyridoxal pour Ja transaminase) que nous 
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n’avons pas introduits dans notre milieu synthétique ; la concentra- 
tion de ces coenzymes, apportés par l’inoculum ou synthétisés au 
cours de la croissance microbienne, doit étre extrémement faible, ce 
qui explique que toute l’ammoniaque libérée n’est pas utilisée pour 
la biosynthése d’acides aminés; la base azotée continue en effet 
a s’accumuler dans le milieu de culture, alors que les amino-acides 
sont décelables sur les chromatogrammes. Nous continuons ce travail 
en vue de préciser le mécanisme de la biosynthése des acides aminés. 

Nous avions noté antérieurement des résultats voisins avec Ps. 
aeruginosa [9], qui se montre également capable d’effectuer la syn- 
thése d’amino-acides sur un milieu dont l’urée constitue le seul 
élément azoté: les acides aminés décelables dans le milieu de culture 
sont cependant plus nombreux avec le pyocyanique. 

Les essais rapportés ci-dessus montrent que l’activité uréolytique 
de Proteus vulgaris est étroitement spécifique ; c’est d’ailleurs ce que 
Von observe avec des préparations cristallines d’uréase [44] ; les expé- 
riences d’Uttjino et coll. [15] concernant l’hydrolyse du biuret par 
diverses espéces microbiennes possédant une uréase, mériteraient 
d’étre reprises, car les préparations commerciales les plus pures de 
biuret renferment parfois de petites quantités d’urée [46, 47]. 


Résumé. — Proteus vulgaris se développe facilement sur un milieu 
synthétique dont l’urée constitue l’unique source azotée. La libération 
d’ammoniaque est suivie de la biosynthése d’alanine et d’acide gluta- 
mique. La _ spécificité de l’activité uréolytique du germe apparait 
absolve. 


SUMMARY 


STUDIES ON UREA HYDROLYSIS By Proteus vulgaris. 


Proteus vulgaris easily grows on a synthetic medium containing 
urea as exclusive nitrogen source. The release of ammoniac is followed 
by biosynthesis of alanin and glutamic acid. The ureolytic activity 
of Proteus vulgaris is narrowly specific. 
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Ce nouvel ouvrage s’inscrit dans la série que |’auteur s’est proposé 
de consacrer a l’ensemble de l’hématologie et dont un premier volume 
sur « La masse sanguine et sa pathologie » a déja paru. Ce sont, cette 
fois, les globules rouges que l’auteur étudie. 

Les quatre premiers chapitres ont trait aux caractéres généraux des 
érythrocytes et des cellules qui leur donnent naissance. Le tissu 
érythropoiétique médullaire et sa population globulaire adulte cons- 
titue un des plus volumineux organes du corps. Il est étudié sous 
ses divers aspects: cytologique, physico-chimique, physiologique et 
biométrique. Les dix chapitres suivants sont consacrés a la pathologie 
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graphie. Le premier étudie les acides aminés qui se rencontrent dans 
la nature et les formes sous lesquelles ils ont été trouvés ; on insiste 
sur leurs propriétés générales y compris, en particulier, leur formule 
stéréochimique, qui joue un grand role en biologie. Le second chapitre 
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envisage le role des acides aminés dans la nutrition. Les troisi¢me ct 
quatriéme résument l’état actuel de nos connaissances sur le métabo- 
lisme de ces acides, leur synthése et leur dégradation, et les rapports 
entre acides aminés et autres métabolites. Un dernier chapitre enfin 
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blood. 1 vol., 416 p., J. et A. Churchill, édit., Londres, 1957. Prix : 
56 shillings. 


Depuis la découverte des hormones, définies d’abord comme des 
substances transportées par le sang jusqu’A l’organe sensible, on a 
surtout étudié leurs fractions excrétées dans |’urine. Le présent Col- 
logue, dans son ensemble, est un essai de revenir a l'étude des 
hormones dans le sang, c’est-a-dire un retour 4 la voie normale des 
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Houben Weyl. — Methoden der organischen Chemie. 4° édition comple- 
tement remise 4 jour, tome XI, vol. 1: Composés azotés. Prépa- 
ration des amines. 1 224 pages. Georg Thieme, Stuttgart, édit., 
1957. Prix : D. M. 208. 


La publication des Methoden der organischen Chemie de Houben 
Weyl se poursuit avec la mise en vente de la premiére partie du 
tome XI. Cette nouvelle réjouira les nombreux utilisateurs de. cet 
excellent ouvrage qui s‘inquiélaient de Virrégularité et de la lenteur 
de sa parution. 

Le tome XI devait étre primitivement consacré a la préparation et 
aux transformations des amines, des lactames, des sels d’ammonium 
quaternaire et des composés a la fois azotés et soufrés. Il a da ¢tre 
scindé en deux volumes en raison de l’abondance des matiéres A traiter. 
Le premier volume, dont nous rendons compte ici, est consacré A la 
préparation des amines. Il a été rédigé par une ¢équipe de chimistes 
des Etablissements Bayer ; on y retrouve les qualités qui ont fait le 
succés des ouvrages précédemment parus dans cette série : une biblio- 
graphie trés compléte, s’arrétant en 1956 et une présentation impec- 
cable, digne de la tradition des Editions Thieme. Ce volume connaitra 
sans aucun doute aupres des chimistes le succés des volumes précédents. 
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